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1. Einleitung 
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1 Einleitung 
 
Kleine überzählige Markerchromosomen spielen in der zytogenetischen bzw. mo-
lekularzytogenetischen Diagnostik eine große Rolle. Von entscheidender Bedeu-
tung sind sie vor allem auch in der Pränataldiagnostik, wo eine Risikoabwägung 
bezüglich Fehlbildungen beim Embryo besonders wichtig, aber auch schwierig ist. 
Mit den bisherigen Methoden der Bänderungszytogenetik gelingt es nur selten, ein 
vorhandenes SMC (small supernumerary marker chromosome = SMC) zu cha-
rakterisieren. Seit es möglich ist, spezifische DNA- Sequenzen mit Fluoreszenz-
molekülen zu markieren und zu detektieren (Fluoreszenz in situ Hybridisierung = 
FISH), haben sich vielfältige neue Möglichkeiten ergeben. Mit Hilfe von Zentro-
mersonden (sukzessive Hybridisierung), dem M-FISH- oder SKY- Verfahren (si-
multane Detektion aller menschlichen Chromosomen unter Verwendung von 
Ganzchromosomensonden) sowie der Mikrosezierung des Markers mit anschlie-
ßender Amplifikation und Hybridisierung auf normale Metaphasechromosomen, 
war es vor Beginn der vorliegenden Arbeit möglich, SMC in den meisten Fällen zu 
charakterisieren. Die genannten Verfahren können jedoch nicht in allen Labors 
durchgeführt werden, da sie häufig sehr zeitaufwendig sind, die technische Aus-
rüstung fehlt oder zu wenig Zellmaterial vorhanden ist. Aus diesem Grund gab es 
die Notwendigkeit, ein Verfahren zu entwickeln, welches mit wenig Zellmaterial, 
geringem Zeitaufwand sowie mit der bisherigen technischen Ausrüstung der 
meisten molekularzytogenetischen Labore zu bewerkstelligen ist. Das Thema die-
ser Arbeit ist die Entwicklung diagnostischer Verfahren zur simultanen Detektion 
aller oder ausgewählter menschlicher Zentromere im Zusammenhang mit der 
Charakterisierung von kleinen überzähligen „Markerchromosomen“. Anhand von 
ausgewählten Fällen von Patienten mit SMC wurde demonstriert, dass die Etablie-
rung dieser Verfahren in der molekularen Zytogenetik (in der Pränatal- wie auch in 
der Postnataldiagnostik und der Tumorzytogenetik) gelungen ist. 
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1.1 Einführung in Zytogenetik 
 
Die Anfänge der Zytogenetik (=Chromosomenforschung) reichen bis in das 19. 
Jahrhundert zurück. Einen Meilenstein zur modernen Zytogenetik erlangten Tjio 
und Levan sowie Ford und Hamerton 1956. Ihnen gelang erstmals die genaue 
Bestimmung der Zahl (n=46) und eine morphologische Beschreibung der mensch-
lichen Chromosomen. 
Die Entwicklung der Zytogenetik kann in 3 Abschnitte unterteilt werden, die im 
Folgenden dargestellt werden. 
 
1.1.1 Klassische Zytogenetik 
Die Zeit der klassischen Zytogenetik reicht vom Ende des 19. Jahrhunderts bis in 
die späten 60er Jahre des 20. Jahrhunderts. In diesem Zeitabschnitt wurden die 
Chromosomen im Allgemeinen durchgängig einfarbig markiert (Giemsa, Orcein, 
usw.) und nach ihrer Größe sowie der Zentromerposition unterschieden. Wichtige 
Meilensteine waren hier die Entdeckung des Colchizins zur Arretierung des Zell-
zyklus in der Metaphase (Levan, 1938), die Einführung der hypotonen Behandlung 
mitotischer Zellen zur besseren Chromosomenspreitung (Hsu, 1952 und Hughes, 
1952) sowie die Anwendung von Phythämagglutinin (PHA) zur Stimulierung der 
Zellteilung von Blutlymphozyten (Moorehead et al., 1960). Bereits zu dieser Zeit 
wurden Chromosomenaberrationen als Ursache des Down- und des Klinefelter- 
Syndroms beschrieben (Lejeune et al., 1959; Ford et al., 1959). 
 
1.1.2 Bänderungs- Zytogenetik 
Die Anfänge der Bänderungszytogenetik gehen auf Dr. Lore Zech in der Arbeits-
gruppe von T. Caspersson zurück. 1968 gelang es dieser Arbeitsgruppe mit der 
Quinacrin- Bänderung erstmals, jedes einzelne Chromosom eindeutig identifizier-
bar zu machen (Caspersson et al. 1968, 1970a, 1970b). Die von Seabright 1971 
beschriebene Chromosomenbänderung mit Giemsa ist bis heute noch Standard-
technik der Zytogenetik. 
Im Weiteren wurden unter anderem noch Bänderungsverfahren zur Darstellung 
des konstitutiven Heterochromatins (C- Banden- Färbung) (Sumner et al., 1971) 
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und zur Darstellung der Nukleolus- organisierenden Regionen (NORs) auf den 
kurzen Armen der akrozentrischen Chromsomen (Goodpasture and Bloom, 1975) 
entwickelt. 
Mit Hilfe der genannten Techniken ist es möglich, numerische und strukturelle 
Chromosomenaberrationen zu beschreiben. Allerdings hängt die Qualität der 
Bänderung und damit auch die Aussagefähigkeit stark vom Chromosomenmaterial 
bzw. von äußeren Bedingungen ab. Kleinere Deletionen oder Inversionen bzw. 
kleine „Markerchromosomen“ können oft nicht eindeutig identifiziert werden. 
Die Nomenklatur für die Beschreibung von chromosomalen Aberrationen orientiert 
sich weltweit an der Giemsa- Bänderung und ist im „international system for hu-
man cytogenetics nomenclature“ (=ISCN) 1995 (Mitelman, 1995) zusammenge-
fasst. 
 
1.1.3 Molekulare Zytogenetik 
Mit der in situ Hybridisierung kam ein weiteres entscheidendes Werkzeug zur Cha-
rakterisierung von genetischem Material hinzu. Diese molekularzytogenetische 
Methode ermöglicht den Nachweis von Nukleinsäuresequenzen in Interphaseker-
nen, auf Metaphasen oder im Gewebe. Markierte Sonden-DNA und Ziel-DNA 
werden hierzu getrennt denaturiert und anschließend zusammen bei 37°C hybridi-
siert (s. Abb.1.1). Eine Übersicht über die Methode findet sich u.a. bei Rauten-
strauß und Liehr (2002). Mögliche Anwendungsgebiete der FISH sind in Tab. 1.1 
dargestellt. 
Mit der radioaktiven in situ Hybridisierung (RISH) gelang es Pardue and Gall 1969 
und unabhängig davon John et al. 1969 erstmals, DNA innerhalb des Zellkerns 
bzw. eines Gewebes sichtbar zu machen. Erstmals konnten hier DNA- Abschnitte 
von ca. 500 bp in situ nachgewiesen werden. Die Nachteile dieses Verfahrens mit 
radioaktiven Sonden sind v.a. die benötigten strengen Sicherheitsvorkehrungen, 
aber auch eine mehrwöchige Expositionszeit und ein geringes räumliches Auflö-
sungsvermögen (Boehringer, Application Manual). 
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Tab.1.1: Übersicht einiger möglicher Anwendungsgebiete der Fluoreszenz in situ Hybridi-
sierung (modifiziert nach Leitch et al., 1994). 
1) Detektion von numerischen Aberrationen: 
- Pränataldiagnostik (Amnionzellen, Cho-
rionzellen, evtl. fetale Zellen aus dem 
mütterlichen Blut) 
- Konzeptionsprodukte 
- Postnatale Diagnostik 
- tumorzytogenetische Diagnostik 
- Gewebsuntersuchungen 
2) Detektion von strukturellen Aberrationen: 
- Translokationen 
- Insertionen 
- Mikrodeletionen 
- Markerchromosomen 
3) Detektion von Genveränderungen: 
- Deletion 
- Fusion 
- Amplifikation von Onkogenen 
4) Abstammungsanalysen in neoplastischen 
Zellen 
5) Verlaufskontrolle bei malignen Erkrankun-
gen 
6) Genexpressionsstudien 
7) Genkartierung 
8) Nachweis von Viren- DNA in den Zellen 
9) Genomorganisationsstudien 
10)  Zellzyklusanalysen 
 
 
Abb.1.1: Schematische Darstellung der Hybridisierung von markierter Son-
den- DNA. 
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Ein wichtiger Schritt für die Routinediagnostik war demzufolge die Einführung von 
nicht- radioaktiven Liganden, der Beginn der Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
(FISH). Zwar war die Sensitivität zunächst geringer, dafür wurden differentielle 
Färbungen möglich, da sehr bald verschiedene Antikörper (Biotin, Digoxigenin, 
später Rhodamin, BrDU...) zum Einsatz kamen (Langer et al., 1981, Kessler et al., 
1990).  
Auch die Entwicklung verschiedener Techniken zur Markierung von DNA war von 
großer Bedeutung. Man unterscheidet die enzymatischen Methoden, zu denen die 
Nicktranslation (Rigby et al., 1977), das Random Priming (Feinberg and Vogel-
stein 1984) und die Markierung mittels DOP-PCR (Telenius et al., 1992) gehören 
und die chemische Markierung mit funktionellen Gruppen wie z.B. primären ali-
phatischen Aminen (Landegent et al., 1984) oder Schwefelhydroxidgruppen 
(Hopman et al., 1987). 
Inzwischen stehen nicht nur Haptene (wie Biotin, Digoxigenin, BrDU,...) zur Verfü-
gung, die anschließend mit antikörpergekoppelten Fluorochromen detektiert wer-
den (ELISA- Prinzip), sondern auch fluoreszenzmarkierte dUTP (z.B. 
SpectrumGreen, TexasRed, AMCA...). Diese werden direkt in die DNA eingebaut 
und müssen nicht in einem zweiten, zeitaufwendigen Schritt mit Fluoreszenz- 
markierten Antikörpern inkubiert werden. Eine Übersicht findet sich u.a. bei Rau-
tenstrauß und Liehr (2002). 
Mit Nederlof et al. begann 1989 die Vielfarb- FISH- Ära. Er beschrieb erstmals die 
simultane Detektion von bis zu sieben Sonden mit nur 3 verschiedenen Farbstof-
fen (sogenanntes kombinatorisches Markieren = ‚Combinatory Labelling’).  
Die logische Konsequenz war die Kombination von mehr als 3 Farbstoffen und so 
gelang es Speicher et al. 1996 die ‚multiplex- Fluorescence in situ hybridization’- 
(M- FISH)- Technik zu entwickeln, bei der es möglich ist, alle 24 menschlichen 
Chromosomen durch Kombination von 5 verschiedenen Farbstoffen in nur einer 
Hybridisierung eindeutig nachzuweisen. Im gleichen Jahr etablierten Schröck et al. 
(1996) das Spectral Karyotyping (SKY), wobei sich die Protokolle nur in der Aus-
wertungsprozedur unterscheiden. So wurde es möglich, komplexere Chromoso-
menaberrationen zu erfassen. Vor allem die oft qualitativ schlechten Tumorchro-
mosomen wurden einer Diagnostik besser zugänglich. 
1992 etablierten Nederlof et al. das „Ratio- Labelling“, bei dem verschiedene Ver-
hältnisse von Fluoreszenzintensitäten kombiniert werden und so eine höhere Zahl 
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an Farbkombinationen ermöglichen. Eine Erweiterung erfolgte durch das COmbi-
ned Binary RAtio Labelling (COBRA), bei dem das „Ratio- Labelling“ und das 
„Combinatory- Labelling“ verknüpft werden, wodurch bis zu 96 verschiedene Farb-
kombinationen unter Verwendung von nur 4 Farbstoffen möglich werden (Tanke et 
al., 1999). Jedoch weisen auch diese Verfahren Einschränkungen bei der Detek-
tion v.a. von intrachromosomalen Aberrationen auf, so dass die Entwicklung von 
Vielfarbbänderungsverfahren (z.B. das Multicolorbanding = MCB) eine logische 
Folge war (Liehr et al., 2002c). 
Jedoch ist es auch mit den oben genannten Verfahren häufig nicht möglich, kleine 
überzählige ‚Markerchromosomen’ zu charakterisieren, woraus die Notwendigkeit 
einer neuen, einfacheren und zeitsparenderen Methode erwuchs. 
 
1.2 Markerchromosomen 
 
Ein „Markerchromosom“ ist ein strukturell abnormes Chromosom, bei dem kein 
Teil mittels konventioneller zytogenetischer Techniken eindeutig charakterisiert 
werden kann (Mitelman, 1995). Markerchromosomen können in ihrer Größe sehr 
variieren. So können sie größer als das normalerweise größte menschliche Chro-
mosom 1 sein oder kleiner als der kurze Arm von Chromosom 17. In der vorlie-
genden Arbeit geht es fast ausschließlich um letztgenannte Markerchromosomen. 
Die Bezeichnung kleines/ überzähliges (abnormes) Chromosom (SMC = small su-
pernumerary marker chromosome) wird in der Literatur nicht immer einheitlich 
verwendet. Früher wurden damit Chromosomen bezeichnet, die mit herkömmli-
chen Methoden nicht identifiziert werden konnten, manche Autoren rechneten 
aber auch solche Marker dazu, die z.B. als inv dup (15) klassifiziert werden konn-
ten (Hook and Cross, 1987). Heute werden Chromosomen als Marker bezeichnet, 
die mittels GTG-, C-, oder NOR- Banding nicht eindeutig klassifiziert werden kön-
nen. In manchen Arbeiten wird an Stelle von SMC auch der Begriff ESAC (= extra 
structurally abnormal chromosome) verwendet (Hook and Cross, 1987; Hastings 
et al., 1999; Rothlisberger et al., 2000; Kaluzewski et al., 2001). Mittels FISH iden-
tifizierte Marker werden anschließend als derivative Chromosomen (der) bezeich-
net. In dieser Arbeit wurde der Begriff Marker bzw. SMC aus Gründen der Über-
sichtlichkeit auch für bereits charakterisierte Chromosomen beibehalten. 
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1.2.1 Bedeutung von Markerchromsomen 
Kleine zusätzliche Markerchromosomen können zu ernsthaften Problemen bei der 
genetischen Beratung werden. Sie korrelieren häufig mit Unfruchtbarkeit, mentaler 
Retardierung und/ oder kongenitalen Missbildungen (Buckton et al., 1985, War-
burton, 1991). Vor allem, wenn sie bereits in der Pränataldiagnostik gefunden 
werden, ist das Risiko einer phänotypischen Abweichung oft schwierig zu ermit-
teln. Aufgrund der Variabilität, der verschiedenartigen Herkunft der Markerchro-
mosomen sowie der Möglichkeit des Imprintings bzw. einer Disomie der beiden 
homologen Chromosomen, von denen der Marker abstammt, ist die klinische 
Ausprägung sehr unterschiedlich (Crolla, 1998). Liegt das Markerchromosom fa-
miliär vor, wird das Risiko als gering angesehen, da angenommen werden kann, 
dass das Kind den gleichen, anscheinend normalen Phänotyp des Marker- tra-
genden Elternteils aufweist. Schwieriger wird es allerdings, wenn ein Elternteil ein 
Mosaik des Markers aufweist, während dieser beim Kind durchgehend vorhanden 
ist. Tritt der Marker de novo auf, wird das allgemeine Risiko für einen abnormen 
Phänotyp mit 13% angegeben, basierend auf einer Studie über 377`357 Amnio-
zentesen, wobei 123 Markerchromosomen gefunden wurden (Warburton, 1991). 
Die Inzidenz für Markerchromosomen (s. auch Tab.1.2) bei Neugeborenen beträgt 
0,14- 0,72/ 1000 (Jacobs et al., 1974; Hamerton, 1975; Nielsen and Sillesen, 
1975; Nielsen and Wohlert, 1991), in der Pränataldiagnostik liegt sie bei 0,65- 1,5/ 
1000 Feten (Ferguson- Smith and Yates, 1984; Warburton, 1984; Hook and 
Cross, 1987; Sachs et al., 1987). 0,4- 0,5/1000 sind de novo entstanden, während 
0,3- 0,4/1000 familiär auftreten (Blennow et al., 1994; Warburton, 1991). Hierbei 
muss allerdings bedacht werden, dass die Daten für SMC im wesentlichen entwe-
der aus Pränataluntersuchungen, wobei es strenge Indikationen (z.B. Alter der 
Mutter, Auffälligkeiten im Ultraschall) für die Durchführung einer solchen Analyse 
gibt, oder aus Untersuchungen postnatal klinisch auffälliger Patienten bzw. aus 
Infertilitätsstudien bei Erwachsenen stammen. Dies könnte auch einer der Gründe 
sein, warum die Inzidenz bei Neugeborenen etwas geringer ist als die pränatal 
gefundene. Auch ist es möglich, dass sehr kleine Marker oder Marker, die im Mo-
saik auftreten, der Diagnostik entgehen (Benn and Hsu, 1984). 
Etwa 81% aller Marker sind akrozentrisch (Warburton, 1991), stammen also von 
den Chromosomen 13, 14, 15, 21 oder 22 ab. 62% aller Marker haben ihren Ur-
sprung im Chromosom 15 (Blennow et al., 1994). 
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Tab.1.2: Zusammenstellung verschiedener Untersuchungen zur Häufigkeit von Markerch-
romosmen prä- und postnatal. 
Markerchromosomen pro 1000 
Fälle 
Referenz unter-
suchtes 
Material 
untersuch- 
te Fälle 
insgesamt Familiär De novo insgesamt 
pränatal:      
Ferguson- Smith and Yates 
(1984) 
AZ 52 965 _ _ 0,6 
Warburton (1984) AZ 76 952 0,25 0,4 0,65 
Benn and Hsu (1984) AZ 6 500 0,46 0,77 1,23 
Hook and Cross (1987) AZ 75 000 0,3- 0,4 0,4- 0,5 0,8 
Sachs et al. (1987) AZ 10 000 0,6 0,9 1,5 
Warburton (1991) AZ 377 357 - - 0,43 
Blennow et al. (1994) AZ/CZ 39 105 0,3- 0,4 0,4- 0,5 0,8 
 AZ 34 908 0,3- 0,4 0,4- 0,5 0,8 
 CZ 4 197 - 0,5 0,5 
Brøndum- Nielsen and, 
Mikkelsen (1995) 
 12 699 0,39 0,71 1,1 
Li et al.(2000) AZ 15781 0,32 0,82 1,14 
      
postnatal:      
Jacobs et al. (1974)  11 680 - - 0,2 
Hamerton et al. (1975)  14 069 - - 0,14 
Nielsen and Sillesen (1975)  11 148 - - 0,54 
Nielsen and Wohlert (1991)  34 919 - - 0,72 
Buckton et al. (1985)  16 395   0,24 
AZ: Amniozyten; CZ: Choriozyten 
 
1.2.2 Morphologie von Markerchromosomen 
Markerchromosomen (SMC) variieren in ihrer Größe und Morphologie stark. Sie 
sind oft kleiner oder nur geringfügig größer als Chromosomen der Gruppe G und 
enthalten oft große Mengen an konstitutiven Heterochromatin (Schmid et al., 
1986). Die meisten Markerchromosomen enthalten α- Satelliten- DNA, aber auch 
Chromosomen ohne α- Satelliten- DNA mit voller mitotischer Funktion sind in der 
Literatur beschrieben worden (s. 1.2.2.4). 
Häufig sind Marker dizentrisch und/ oder ringförmig. Akrozentrische SMC tragen 
häufig zwei Satelliten (= kurze Arme) und werden dann als ‚bisatellited marker’ 
bezeichnet (Schmid et al., 1986; Crolla et al., 1995 und 1998). 
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1.2.2.1 Zentromere 
 
SMC bestehen im Wesentlichen zumeist aus Zentromermaterial. 
Ein Zentromer ist definiert als die zentrale primäre Einschnürung und Ansatzstelle 
der Spindelfasern am Chromosom (Pschyrembel, 257.Aufl.). Man unterscheidet im 
Zentromer eine Paarungsdomäne, eine zentrale Domäne und das Kinetochor 
(Earnshaw and Rattner, 1989). Während die Paarungsdomäne eine wichtige Rolle 
bei der Schwesterchromatidenpaarung und der Bindung von Zentromerproteinen 
spielt, beinhaltet die zentrale Domäne konstitutives Heterochromatin, das vorran-
gig aus α- Satelliten- DNA (alphoider DNA) besteht. Das Kinetochor ist ein Pro-
teinkomplex, der sich in der späten Prophase der Mitose bildet und eine Rolle bei 
der Formgebung des zentromerspezifischen Chromatins, bei der Bindung/ Lösung 
der Schwesterchromatiden, bei der Kontrolle des Zellzyklus und als Motor der 
Chromatidenbewegung spielt (Rieder and Salmon, 1998).  
 
1.2.2.2 Zentromer- DNA 
In den Zentromeren findet man große Mengen repetitiver DNA in einer Länge von 
mehreren 100 Kb bis zu 10 Mb pro Chromosom. Diese DNA wird auch als konsti-
tutives Heterochromatin bezeichnet. 
 
1.2.2.2.1 α- Satelliten- DNA 
α- Satelliten- DNA ist die häufigste Form repetitiver DNA in Zentromeren (3- 5% 
der gesamten chromosomalen DNA; Voullaire et al., 1993). Die Grundeinheit ei-
nes Zentromers besteht aus 2- 35 Monomeren von ca. 171bp, die tandemförmig in 
„haed to tail- fashion“ angeordnet sind (Rosenberg‚ 1978; Wu and Manuelidis, 
1980). Die Monomere unterscheiden sich untereinander mit einer Divergenz bis zu 
35% (Choo ‚ 1997). 
Eine übergeordnete Einheit wiederum besteht aus multiplen Kopien dieser Grund-
einheiten (s. Abb.1.2) und ist durch die Schnittstellen von Endonukleasen definiert 
(Choo, 1997). 
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Abb. 1.2: Darstellung einer Grundeinheit, bestehend aus 2-35 Monomeren sowie einer über-
geordneten Einheit bestehend aus multiplen Kopien dieser Grundeinheit. 
 
Grundeinheit: 
171bp 171bp 2- 35mer 171bp 171bp   0,34- 6 Kb 
 
übergeordnete Einheit : 
171bp 171bp 2- 35mer 171bp 171bp 171bp 171bp 2- 35mer 171bp 171bp  • • •
 
 
Es gibt 3 verschiedene Muster für die Lokalisation übergeordneter α- Satelliten- 
Einheiten (s. auch Tab.2.1): 
♦ nur auf einem spezifischen Chromosom vorkommend (z.B. D3Z1, D6Z1...) 
♦ auf zwei oder mehr Chromosomen vorkommend (z.B. D13Z1 auf den Chromo-
somen 13 und 21, D14/22Z1 auf den Chromosomen 14 und 22, D1Z5 auf den 
Chromosomen 1, 5 und 19...) 
♦ auf einem Chromosom sind beide Formen vertreten (z.B. Chromosom 1: 
D1Z5= spezifisch für die Chromosomen 1/5/19 und D1Z7= spezifisch für das 
Chromosom 1) 
 
1.2.2.2.2 Klassische Satelliten- DNA 
Die erste identifizierte zentromerische DNA wurde aus den 3 Fraktionen, die im 
Cs2SO4- Gradienten entstehen, isoliert (Corneo et al., 1967). Sie wurd als klas-
sische Satelliten- DNA I- III bezeichnet und besteht aus kurzen, AT- reichen sich 
wiederholenden Sequenzen. Während man Satellit- I- DNA in der perizentrischen 
Region der Chromosomen 3 und 4 und den kurzen Armen der akrozentrischen 
Chromsomen findet (Meyne, 1994), ist Satellit- II- DNA vor allem in der Hetero-
chromatinregion von Chromosom 1 (1qh) lokalisiert (Cooke and Hindley, 1979). 
Satellit- III- DNA findet sich in den Heterochromatinregionen von Chromosom 1, 9 
und 16, dem langen Arm des Chromosom Y sowie den kurzen Armen aller akro-
zentrischen Chromsomen (Moyzis et al., 1987). 
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1.2.2.2.3 ß- Satelliten DNA 
ß- Satelliten- DNA wurde ursprünglich durch Meneveri et al. (1985) identifiziert und 
erst später durch Waye und Willard (1989) als solche bezeichnet. Sie besteht aus 
G- C- reichen Monomeren von 68bp, die in bis zu mehreren hundert Kilobasen 
hintereinandergeschaltet sind (Lee et al., 1997). ß- Satelliten DNA findet man in 
den Chromosomen 1 und 3, den kurzen Armen der akrozentrischen Chromsomen 
(13, 14, 15, 21, 22) und im Heterochromatinbereich der Chromosom 9 und Y. 
 
1.2.2.3 Heteromorphismus des zentromerischen Heterochromatins 
Die Anzahl der Kopien übergeordneter Einheiten in den Zentromeren kann be-
trächtlich variieren (Yurov et al., 1987). So kann die Kopienzahl ein Mehrfaches 
eines normalen Zentromers betragen oder aber mit Hilfe der FISH- Technik über-
haupt nicht mehr nachweisbar sein. Zum Beispiel variiert der Bereich von Zentro-
mer X zwischen 1380 und 3730 Kb (Mahtani and Willard, 1990) oder von Zentro-
mer 21 zwischen 420 und >2650 Kb (Marcais et al., 1991; Trowel et al., 1993). 
Extreme Reduktion der α- Satelliten- DNA ist beim Menschen sehr selten (0,12- 
0,11% für die Chromosomen 13 und 17, 0% für die restlichen), mit Ausnahme des 
Zentromer 21 (3,7%) (Lo et al., 1999) und kann dann zu Fehlinterpretationen in 
der Auswertung der FISH- Signale führen (Mizunoe and Young, 1992; Weier and 
Gray, 1992; Bossuyt et al., 1995). Eine klinische Relevanz der Heteromorphismen 
ist bislang nicht beschrieben. 
 
1.2.2.4 Marker ohne alphoide DNA 
Das Zentromer spielt eine entscheidende Rolle bei der korrekten Erkennung und 
Trennung der Schwesterchromatiden in der Zellteilung (z.B. van Hooser et al., 
1999). 
Ein Chromosom, das kein funktionsfähiges Zentromer besitzt, geht bei der näch-
sten mitotischen Teilung verloren, was häufig den Zelltod zur Folge hat (Wandall 
et al., 1998). 
Bisher ist unklar, welche Rolle α- Satelliten- DNA bei der Funktion des Zentromers 
spielt, da auch funktionsfähige Zentromere ohne α- Satelliten- DNA in der Literatur 
beschrieben wurden (z.B. Verma and Luke, 1992; Voullaire et al., 1993; Vance et 
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al., 1997; Wandall et al., 1998; Magnani et al., 1998; Barry et al., 1999; Mackie-
Ogilvie et al., 1993; d., 2001). So lange α- Satelliten- DNA vorhanden ist, scheint 
sich das Zentromer dort zu bilden. Bei dessen Abwesenheit können andere DNA- 
Sequenzen (durch Änderung der Chromatinstruktur) Zentromerfunktionen über-
nehmen (Wandall et al., 1998). Solche „Ersatzsequenzen“ wurden unter anderem 
in den Regionen 10q25 (Voullaire et al u Sart et al., 1997; Barry et al., 1999), 8p23 
(Ohashi et al., 1994), 15q23 (Blennow et al., 1994), 3p23 (Marashio et al., 1996), 
3q26 (Wandall et al., 1998), 13q32 (Rivera et al., 1999) und im Yq- Heterochro-
matin (Bukvic 1996) gefunden.  
 
1.3 Fragestellung 
 
Bis zur Einführung der FISH- Technik konnten Markerchromosomen nur durch 
Bänderungsmethoden und Variationen in der Menge des Euchromatins zytogene-
tisch charakterisiert werden. Eine Charakterisierung war jedoch in der Regel un-
möglich. 
Obwohl es schon seit 1996 die Möglichkeit gibt, alle Chromosomen gleichzeitig zu 
charakterisieren (M- FISH), mussten Zentromere bisher in mehreren Schritten er-
fasst werden (Rauch et al., 1992; Plattner et al., 1993a, Starke et al., 1999 ; Li et 
al., 2000). Dies war insbesondere bei kleinen Markerchromosomen, die weder mit 
Hilfe der konventionellen Zytogenetik, noch mit der M- FISH-/ SKY- Technik iden-
tifiziert werden konnten, da zu wenig euchromatisches Material auf ihm vorhanden 
war, notwendig (Haddad et al., 1998, Uhrig et al., 1999, Langer et al., 2001). Für 
das Abschätzen des Risikos einer phänotypischen Veränderung beim Patienten ist 
es aber von großer Bedeutung, die Herkunft des Markerchromosoms zu kennen. 
Neben der obengenannten Möglichkeit einer sukzessiven Hybridisierung aller 
menschlichen Chromosomen gab es bisher nur noch eine weitere Möglichkeit, 
SMC zu charakterisieren: die Mikrosezierung mit Amplifizierung der Fragmente 
und anschließender FISH auf normale Metaphasen (Viersbach et al., 1994; Starke 
et al., 2001). 
Aufgrund des häufig limitierten Zellmaterials, sowie Zeit- und Kostengründen, war 
es trotz der zur Verfügung stehenden Methoden bis vor kurzem in vielen Labors 
nicht möglich, alle Markerchromosomen zu identifizieren (Gravholt and Friedrich, 
1995). Die Idee dieser Arbeit war, ein einfaches und schnelles Verfahren zur Cha-
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rakterisierung von SMC zu etablieren: eine Multicolor- Zentromer- FISH- Methode 
(cenM- FISH) in Anlehnung an das Multicolor- Verfahren für Ganzchromosomen 
(M-FISH). 
Da ca. 81% aller Markerchromosomen akrozentrisch sind (Warburton, 1991) und 
häufig schon in der Giemsa- Färbung identifiziert werden können, bot es sich an, 
einen Ansatz (AcroCenM- FISH) zur einfacheren Charakterisierung dieser vorse-
lektionierbaren Marker zusammenzustellen. 
 
Die Fragestellung dieser Arbeit lautet also: 
1. Kann ein auf einer Hybridisierung basierender, verlässlich funktionie-
render cenM-FISH- bzw. AcroCenM-FISH- Mix etabliert werden, 
welcher 
2. sich in der Diagnostik an Fällen mit SMC bewährt? 
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2 Material 
 
2.1 Verwendete Sonden 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Zentromersonden (s. Tab.2.1) wurden uns 
freundlicherweise von Dr. Mariano Rocchi, Bari, Italien zur Verfügung gestellt. 
 
Tab.2.1: Übersicht über die, in dieser Arbeit verwendeten Zentromersonde. 
chrom. probe vector insert release 
2 pBS4D bluescribe 1.3kb EcoRI+SalI 
3 pAE0.68 bluescribe 0.68kb EcoRI 
4 p4n1/4 bluescript 0.680kb XbaI 
4+9 pZ4.1 bluescribe 1.2kb PstI 
5+1+19 pZ5.1 pUC13 390+380bp EcoRI+SalI 
6 pEDZ6 bluescript 0.340 EcoRI 
7 pZ7.5 pUC13 0.68kb EcoRI 
8 pZ8.4 bluescribe 1.2kb PstI 
9 pMR9A bluescribe 0.34kb EcoRI+SalI 
10 pZ101.3 b.script 2.7kb NotI+SalI 
11 pRB11 bluescribe 0.68kb EcoRI+SalI 
12 pBR12 bluescribe 0.68kb HindIII 
14+22 p14.1 pUC13 1.36Kb EcoRI+SalI 
15 pMC15 bluescript 3.5kb AccI+1site (Eco-Xho) 
16 pZ16A pUC13 0.68kb EcoRI 
17 pZ17-14 pUC19 1.020kb HindIII 
18 2Xba pUC18 1.7kb XbaI 
20 pZ20 bluescribe 1.36kb XbaI 
21+13 pZ21A bluescribe 0.85kb EcoRI 
22 pI90.22 bluescribe 2.0kb PstI 
X pDMX1 bluescript 2.0kb PstI 
Y pLAY5.5 bluescript 5.5kb HindIII 
     
chrom.= Chromosom; probe= Sonde; vector= Plasmidvektor; insert= Insert; 
release= Schnittstelle 
 
Da für uns die Zentromer- spezifische Sonde D1Z5 nicht erhältlich war, wurde die 
Sonde D1Z1, welche den Heterochromatinbereich (1qh) abdeckt, verwendet. Sie 
wurde bei ATCC (American Type Culter Collection) käuflich erworben. 
Zur Unterscheidung der Zentromere 5 und 6 wurde zusätzlich zu den oben aufge-
listeten Sonden eine Mikrosezierungssonde (Midi12) des Instituts für Humangene-
tik, Jena eingesetzt, die Bereiche beider Zentromere abdeckt und in geringerer 
Intensität zusätzlich im Zentromerbereich der Chromsomen 1 und 19 bindet. 
2.Material 15
 
Des Weiteren kam eine, die Nucleolus- organisierende Region abdeckende Sonde 
(NOR-Sonde) zum Einsatz. Diese Sonde mit der Bezeichnung dJ1174A5 sowie 
die eingesetzte Sonde plaY 113.5 wurde uns ebenfalls durch Dr. Mariano Rocchi, 
Bari, Italien zur Verfügung gestellt. Letztere bindet im Bereich q12 des Y- Chro-
mosoms. 
Eine weitere verwendete Sonde aus dem Institut für Humangenetik Jena ist die 
Mikrosezierungssonde MIDI 54, die die kurzen Arme der akrozentrischen Chro-
mosomen abdeckt. 
 
2.2 Fälle mit kleinen Markerchromosomen 
Fünf Fälle aus der Pränatal-, ein Fall aus der Postnatalzytogenetik, zwei Fälle aus 
der Tumorzytogenetik sowie zwei Zelllinien wurden untersucht. 
 
2.2.1 Pränatal  
Fall Nr.1: 
Im ersten Fall handelt es sich um Fruchtwasser einer 35-jährigen Frau nach intra-
zytoplasmatischer Spermieninjektion (ICSI). Die Amniozentese wurde in der 15. 
SSW durchgeführt. Die konventionelle GTG-Bänderungsanalyse ergab folgenden 
Karyotyp: 47,XX,+mar[16]/46,XX[7]. 
Mittels einer im Anschluß durchgeführten M-FISH-Hybridisierung konnte der kleine 
Marker nicht identifiziert werden. Dies spricht für geringe oder gar nicht vorhan-
dene Mengen an euchromatischem Material. In der Ultraschallfeindiagnostik 
konnten eine geringradige beidseitige Pyeloektasie und ein echogener Darm dia-
gnostiziert werden. Nach der Geburt (Geburtsgewicht 2850g) wurde ein einseitig 
leicht erweiterter Ureter festgestellt, weitere Auffälligkeiten bestanden nicht. Auch 
2 Jahre nach der Geburt wies das Kind keine Entwicklungsauffälligkeiten auf (pu-
bliziert durch Starke et al., 1999). 
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Fall Nr.2:  
Im vorliegenden Fall handelt es sich um das Fruchtwasser einer Frau mit habitu-
eller Abortneigung und Zustand nach Gravidität mit Robertson’scher Translokation 
(Karyotyp: 46,XX,-21,+t(21;21)(q10q10) im Vorjahr. Mittels GTG-Bänderung fand 
sich in allen Metaphasen ein SMC, das sich nach C-Bänderung und NOR-Färbung 
als monozentrisches und an beiden p-Armen satellitentragendes Chromosom er-
wies. 
Karyotyp nach Zytogenetik: 47,XX,+der(21;21)(q10;q10) 
 
Fall Nr.3: 
In der Amnionzellsuspension wurde mittels konventioneller Zytogenetik ein Mar-
kerchromosom in ca. 40% der Zellen gefunden, welches nicht identifiziert werden 
konnte. Grund für eine Amniozentese war die Altersindikation, die Schwanger-
schaft verlief bis zu diesem Zeitpunkt unauffällig. 
Karyotyp nach Zytogenetik: 47,XY,+mar[43]/46,XY[7] 
 
Fall Nr.4: 
Auch in diesem Fall konnte ein in 50% der Aminionzellen gefundenes Marker-
chromosom mittels konventioneller Zytogenetik nicht identifiziert werden. Anhand 
von Spezialfärbungen (NOR-, CBG-Färbung) konnte lediglich festgestellt werden, 
dass es sich wahrscheinlich um einen ‚bisatellited marker’ handelt. Die Amnio-
zentese erfolgte aufgrund eines im Ultraschall gefundenen `white spot´ im linken 
Ventrikel und der Altersindikation. 
Karyotyp nach Zytogenetik: 47,XY,+mar[5]/46,XY[5] 
 
Fall Nr.5: 
Die Amniozentese erfolgte aufgrund einer habituellen Abortneigung. 
Karyotyp nach Zytogenetik: 48,XX,+mar[16]/46,XX[4]. 
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2.2.2 Postnatal 
Fall Nr.6: 
In diesem Fall handelt es sich um ein zur Zeit der Untersuchung 20 Monate altes 
Kind mit Zustand nach Vorhofseptumdefekt, cerebralen Krampfanfällen, Retina-
blutung (mit V.a. Grubenpapille), psychomotorischer und körperlicher Retardie-
rung, Dysmorphiesyndrom, Nierendysplasie und obstruktiver Bronchitis. 
Auch hier konnte der vorhandene Marker mittels konventioneller Zytogenetik nicht 
identifiziert werden. 
Karyotyp nach Zytogenetik: 47,XX,+mar 
 
2.2.3 Tumor 
Fall Nr.7: 
Aufgrund des Verdachts auf ein myeloproliferatives Syndrom wurde das Kno-
chenmark eines 48-jährigen Patienten zytogenetisch untersucht. Hierbei fand sich 
ein kleines Markerchromosom in 18 von 20 untersuchten Metaphaseplatten, wel-
ches nicht identifiziert werden konnte. Es zeigte sich eine leichte CGB-, aber keine 
NOR-positive Färbung auf dem Marker. Das Vorhandensein des Markers in Blut-
lymphozyten konnte ausgeschlossen werden, so dass es sich sehr wahrscheinlich 
um einen erworbenen Marker handeln musste. Mittels Mikrosezierung und an-
schließendem „reverse painting“ (Senger et al. ‚ 1997) wurde folgender Karyotyp 
erstellt: [rev ish der(11)(p?11.2;11q11)(11)(q14)]. 
Histopathologische Untersuchungen des Knochenmarks führten zur Diagnose ei-
ner atypischen Philadelphia- negativen CML ohne Blastenschub oder stärkerer 
Knochenmarksfibrose. (Publiziert durch Starke et al., 2001) 
 
2.2.4 Fälle mit HSR-Markern 
Fall Nr.8: 
Bei diesem Fall handelt es sich um einen Marker, der im Knochenmark eines Pati-
enten mit hochmalignem Non- Hodgkin- Lymphom gefunden wurde. Auch hier 
konnte mittels konventioneller Zytogenetik keine Aussage über die Herkunft des 
Markers gemacht werden. Im DAPI-Banding konnte lediglich festgestellt werden, 
dass es sich um ein mehrere Zentromere tragendes Chromosom handelt. 
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Fall Nr.9: (Osteosarkom-Zelllinie RH 30; beschrieben in Oliner et al., 1992) 
Im Vorfeld durchgeführte Arbeiten an Chromosomen dieser Zelllinie zeigten be-
reits eine Amplifikation der Zentromer-17-spezifischen Alphasatelliten-DNA. Diese 
war kombiniert mit einer Amplifikation des PMP22-Gen, einem Onkogen, das auf 
Chromosom 17 lokalisiert ist (Liehr et al., 1997). Dieses zytogenetisch sichtbare 
Äquivalent der Genamplifikation bezeichnet man als homogeneously staining re-
gion (HSR). 
 
Fall Nr.10: (Osteosarkom-Zelllinie SA 1; beschrieben in Oliner et al., 1992) 
Auch hier wurde bereits im Vorfeld ein HSR- Marker mit Zentromer-12- und Onko-
genamplifikation nachgewiesen (unpublizierte Daten). 
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2.3 Verwendete Reagenzien, Lösungen, Puffer und Medien 
 
2.3.1 Reagenzien für die Kultivierung von Lymphozyten 
Firmenname Firma Konzentration 
Colcemid Seromed Stammlösung mit 10µg/ml 
Nährmedium Gibco BRL 
 
BiochromKG 
BiochromKG 
BiochromKG 
PRMI 1640 mit Glutamax- Zusatz: 
L-Alanin und L-Glutamin 
Fetales Kälberserum 12% 
Penizillin (100 000 U/ml) 
Streptomycin (10 000 U/ml) 1% 
KCl Merk 0,56% in Aqua dest. 
Phythämagglutinin (PHA) Seromed Lyophylisiertes PHA in 5 ml Aqua 
ad iniectabila (Braun) lösen, bei –
20°C lagern 
Eisessig Roth 100%  
Methanol Merk  
 
2.3.2 Reagenzien für die PCR 
Firmenname Firma Konzentration 
GeneAmp 10xPuffer II Perkin Elmer 1,5ml:100mM Tris- HCl, pH 8,3 
(25°C); 500mM KCl 
MgCl2 Solution Perkin Elmer 1,5ml:25mM MgCl2 
AmpliTaq DNA Polymerase Perkin Elmer 1000 Units, 5U/µl 
AmpliTaq DNA Polymerase, 
Stoffel Fragment 
Perkin Elmer 1000 Units 
10 Units/µl 
T7 Sequenase 
version 2.0 DNA  
Amersham 200 Units 
13U/µl 
Reaction Buffer Perkin Elmer 5xconcentrate: 200mM Tris-HCl, 
pH 7,5, 100mM MgCl2 , 250mM 
NaCL 
Sequenase dilution buffer United State 
Biochemical 
50mM Tris-HCl, pH 7,5, 10mM 2-
mercaptoethanol 
GeneAmp dNTPs Perkin Elmer 10mM 
DOP-Primer IMB Jena 10µM 
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2.3.3 Reagenzien für die Quantifizierung, Fragmentlängenbestimmung und 
den Dnase-Verdau 
Firmenname Firma Konzentration 
Ethidiumbromid Serva  
Agarose (SEA KEM LE) FMC Bioproducts  
DNAse I Roche 20 000 U 
 
2.3.4 Reagenzien für die Nicktranslation 
Firmenname Firma Konzentration 
Sephadex G-50 DNA Grade Pharma Biotech 100g 
Biotin-Nick-Translations Mix Boehringer Mann-
heim 
160µl 
Digoxigenin-Nick-Transla-
tions Mix 
Boehringer Mann-
heim 
160µl 
 
Zusammensetzung des Kit: 5x konzentrierter Reaktionspuffer in 50% Glycerin, DNA Poly-
merase I, DNase I, 0,25 mM dATP, 0,25 mM dCTP, 0,25 mM dGTP, 0,17 mM dTTP, 0,08 mM 
Biotin-16-dUTP bzw. DIG-11-dUTP. Durch das molare Verhältnis von Biotin-16-dUTP zu 
dTTP ist ca. jedes 20.-25. Nuktleotid mit Biotin/ DIG gekoppelt. 
 
 
2.3.5 Verwendete dUTP und Antikörper  
Firmenname Abkür-
zung 
Firma Konzen- 
tration 
Methode Absorp-
tion (max.) 
in nm 
Emis- 
sion  
(max.) 
in nm 
Diethylamino- 
Cumarin-5-dUTP 
DEAC NEN Life 
Sience Pro-
ducts, Inc. 
1 mM direkt 353 461 
Rhodamin 110 
[R110]dUTP 
R110 PE Applied 
Biosystems 
0,1 mM direkt 502 530 
SpectrumGreen-
dUTP 
SG Vysis 1 mM direkt 497 524 
SpectrumOrange-
dUTP 
SO Vysis 1 mM direkt 559 588 
SpectrumRed-
dUTP 
SR Vysis 1 mM direkt 595 615 
TexasRed-12-
dUTP 
TR Molecular 
Probes 
1 mM direkt 587 612 
Cyanin 5 Cy5 Amersham  indirekt 649 670 
Cyanin 5.5 
Mab Labelling Kit 
Cy5.5 Amersham  indirekt 675 694 
Avidin- Fluo-
rescein-5-iso- 
thiocyanat 
FITC Vector Labo-
ratories 
 indirekt 494 518 
Biotin-16-2‘-
desoxyuridin-5‘-
BIO Boehringer 
Mannheim 
1 mM indirekt   
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triphosphat (Bio-
tin-16-dUTP) 
Digoxigenin-11-
dUTP 
DIG Boehringer 
Mannheim 
1 mM indirekt   
Biotinyliertes 
Antiavidin 
BioAA Vector Labo-
ratories 
 indirekt   
Anti-Mouse Ig-
Digoxigenin 
 Boehringer 
Mannheim 
 indirekt   
Anti-Digoxigenin 
(in mouse) 
α-dig Boehringer 
Mannheim 
 indirekt   
 
 
Abb.2.1: Graphische Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore. Die Auflistung 
der Fluorophorabkürzungen von oben nach unten entspricht der Spektrenreihenfolge von 
links nach rechts. Die Wendepunkte der Spektren sind mit der Wellenlänge gekennzeichnet, 
bei der die maximale Energieabsorption spezifisch für das jeweilige Fluorophor erreicht 
wird. (Die Abbildung wurde mir freundlicher Weise von Fr. Lemke, Institut für Anatomie 
Jena, zur Verfügung gestellt.) 
 
 
Abb.2.2: Graphische Darstellung der Emissionsspektren aller in dieser Arbeit verwendeten 
Fluorophore. Die Auflistung der Fluorophorabkürzungen von oben nach unten entspricht 
der Spektrenreihenfolge von links nach rechts. Die Wendepunkte der Spektren sind mit der 
Wellenlänge gekennzeichnet, bei der die größte Intensität der Emission spezifisch für das 
jeweilige Fluorophor erreicht wird. (Die Abbildung wurde mir freundlicher Weise von Fr. 
Lemke, Institut für Anatomie Jena, zur Verfügung gestellt.) 
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2.3.6 Reagenzien für die FISH 
Firmenname 
 
Firma Konzentration/ Beschreibung 
20x SSC GibcoBRL  
Formalin Roth 37% Formaldehyd ;p.a.ACS 1Liter 
Formamid (deionisiert) Sigma  
HCl Merk 37% 1 mol/l Salzsäure 
Human COT-1-DNA GibcoBRL 500µg, 1mg/ml in 10mM Tris-HCl (pH7,4), 1mM 
EDTA 
Marvel  zu 99% fettfreies Milchpulver 
Phosphatgepufferte 
Kochsalzlösung (phos-
phate buffert saline = 
PBS) 
Seromed (Bio-
chrom KG) 
9,55 g ad 1000ml Aqua bidest 
VectashieldMounting 
Medium  
Camon Vector 
Laboratories 
 
Paraformaldehyd  2g ad 100ml PBS 
MgCl2 Perkin Elmer 1,5ml:25mM MgCl2 
Pepsin Sigma 2500 units/mg Substanz 
3100 units/mg Protein 
tRNA Boehringer 
Mannheim 
100mg ad 10ml Aqua bidest 
E.coli (10µg/µl) 
Fixogum Rupper Cement elastischer Kleber zum Abdichten der Hybridi-
sierungsfelder 
Phosphatpuffer 
 
 0,89 g Na2HPO4 in 10 ml H2O lösen (=0,5 M) 
0,69 g NaH2PO4 in 10 ml H2O lösen (=0,5 M) 
Aqua ad iniectabila Braun  
Aqua dest.  Mit Seralpur Delta (Seral®) hergestelltes 
Reinstwasser (deonisiert, organisch rein, parti-
kelfrei), zusätzlich autoklaviert 
 
2.3.7 Puffer, Lösungen, Medien und Sonstiges 
Lösung Zusammensetzung Beschreibung 
0,4x SSC 480 ml H2O 
20 ml 20x SSC 
pH 7,0 
Posthybridisierungswaschen bei 
70°C (Rapidwash) 
2x SSC 50 ml 20x SSC 
450 ml H2O 
pH 7,0 
Posthybridisierungswaschen bei 
42°C 
4`6`-Diamidino-2-
Phenylindol 
(DAPI-Lösung) 
4 µl DAPI Stocklösung (50 
mg/ml) 
1 ml VectashieldMounting Me-
dium  
Lagerung bei 4°C 
Gegenfärbung der Chromosomen/ 
Minimierung des Ausbleichens der 
Fluorophore 
4x SSC/TW 100 ml 20x SSC 
400 ml H2O 
250 µl 0,05 % Tween20 (Sigma) 
pH 7,0 
Posthybridisierungswaschen 
50 % Formamid 
(FA) / 2x SSC 
250 ml Formamid 
50 ml 20x SSC 
200 ml H2O 
pH 7,0 
Posthybridisierungswaschen bei 
42°C 
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70% Forma-
mid/SSC 
(Denaturierungs-
mix) 
350 ml Formamid 
50 ml 20x SSC 
100 ml H2O 
Denaturierung der Objektträger 
bei 72°C 
Fixativ 75 % Methanol 
25 % Essigsäure 
(immer frisch ansetzen oder bei -
20°C lagern!) 
Fixierung der Chromosomen nach 
der Kultivierung 
Hybridisierungs-
mix 
(Dextransulfat) 
2 g Dextransulfat (Sigma) 
2 ml 20x SSC 
2 ml 0,5 M Natriumphosphat 
5 ml deionisiertes Formamid 
ad 10 ml mit H2O (DNA wird 
darin gelöst) 
(bei 70°C (3 h) lösen) 
Denaturierung und Hybridisierung 
der Sonden-DNA 
Marvel/SSC/TW 0,5 g fettfreie Trockenmilch 
(Marvel) in 
5 ml 4x SSC/TW lösen, 5 min 
bei 1500 rpm zentrifugieren, 
obere Schicht verwerfen  
Zum Lösen der Antikörper bei der 
Detektion 
Natriumacetat-
Lösung 3M (be-
zogen auf Acetat) 
24,6 g wasserfreies Natrium-
acetat (Sigma) in 100 ml H2O 
lösen und auf pH 4,8 - 5,2 mit 
Essigsäure einstellen 
Zusatz beim Fällen der DNA 
Postfixierungslö-
sung (für Pepsin-
verdau) 
2,5 ml 1 M MgCl2 (50 mM) 
22,5 ml 1x PBS 
25 ml Paraformaldehyd  
Fixierung der Chromosomen nach 
dem Pepsinverdau 
Stop-Mix 0,25% Bromphenolblau 
0,25% Dextranblau 
0,50M EDTA 
Stoppen der Reaktion nach der 
Nicktranslation 
Pepsinlösung 5ml 0,2nm HCl 
95ml H2O 
500µl Pepsin 
pH 2,0 
Vorbehandlung der Objekträger 
vor der Hybridisierung (Verdau 
von Plasmaproteinen) 
3.Methoden 24
 
3 Methoden 
 
3.1 Herstellung zytogenetischer Präparate 
 
3.1.1 Zellkultur 
3.1.1.1 Lymphozytenkultur 
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Kultivierung von Lymphozyten nach Stan-
dardprotokoll (Verma and Babu, 1994). 
Man verwendet als Ausgangsmaterial heparinisiertes Vollblut. Sterile Gewebekul-
turflaschen mit einem Volumen von 50 ml werden mit 10 ml Nährmedium, 0,1 ml 
Phytohaemagglutinin PHA- L und 1ml Blut gefüllt und über 72h bei 37°C und ei-
nem CO2- Partialdruck von 5% inkubiert. Phytohaemagglutinin (PHA) ist ein Gly-
koprotein, das die T- Zell- Fraktion der Lymphozyten durch Bindung an die Zell-
membran stimuliert, während die B- Zell- Fraktion und andere kernhaltige Zellen 
unbeeinflusst bleiben (Verma and Babu, 1994).  
 
3.1.1.2 Kultivierung von Amniozyten bzw. Zelllinien 
Die Kultivierung von Amniozyten oder Zelllinien erfolgte bereits in den Labors, die 
uns die Fälle mit SMC zusendeten (s. Danksagung). 
 
3.1.2 Präparation von Chromosomen 
3.1.2.1 Colcemid- Behandlung 
Nach 72h Kultivierung der Lymphozyten aus (3.1.1) erfolgt die Behandlung mit 
Colcemid, dem synthetischen Derivat von Colchizin (Levan, 1938; Ronne, 1990), 
einem Alkaloid der Herbstzeitlose. Dieses verbindet sich nach dem Eintritt in die 
Zelle mit dem Mikrotubulussystem und bewirkt die Disaggregation der Tubulin-
untereinheiten (Buddecke, 1989). Die Zellteilung wird somit in der Metaphase ge-
stoppt und man erhält eine Anreicherung von Mitosen in diesem Stadium. 
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Pro Kulturflasche gibt man am Ende der Kultivierung 1 µg Colcemid zu und inku-
biert bei 37°C für 1,5 h. 
 
3.1.2.2 Präparation von Metaphasechromosomen 
Zur Präparation der Chromosomen löst man die sedimentierten Zellen vorsichtig 
vom Boden der Kulturflasche und überführt sie in ein 15ml Falcon- Röhrchen. An-
schließend wird 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert, der Überstand wird abgesaugt. 
Die Zugabe von 10ml hypotoner Lösung (0,599 g KCl/ 100 ml sterilem Aqua Bi-
dest) und eine 20- minütige Inkubation bei 37°C bewirken die Lyse der Erythro-
zyten (Hsu, 1952). Zum Anfixieren gibt man vor dem erneuten Zentrifugieren 1 ml 
Fixativ (Eisessig: Methanol = 1:3, 4°C) zu. Methanol denaturiert und präzipitiert 
Proteine durch Dehydratation in saurer Umgebung, während die Essigsäure Nu-
kleoproteine koaguliert und in Verbindung mit Wasser aus der Luft zu einer Zell-
schwellung bzw. einer „Chromosomendehnung“ führt (Ronne, 1990, Hliscs et al., 
1997). Um die Suspension von den Erythrozyten und den Plasmaresten weitge-
hend zu säubern, erfolgt ein dreimaliges Waschen nach folgendem Schema: 
• Überstand abnehmen 
• 10 ml Fixativ hinzugeben, Zellen gut resuspendieren 
• Zentrifugation 5 min bei 1500 U/min 
Nach dem Waschen werden die Zellen, je nach Ausbeute, in ca. 1 ml Fixativ re-
suspendiert. 
Vor dem Auftropfen auf den Objektträger (OT), sollte die Suspension für minde-
stens 45 min auf Eis gestellt werden. Man kann sie so über Jahre bei –20°C la-
gern. 
 
3.1.2.3 Auftropfen der Suspension auf den Objektträger 
Vor dem Auftropfen werden die OT (Menzel- Superfrost) entweder mit Seidenpa-
pier gereinigt oder über Nacht in Prilwasser gestellt und bis zur Verwendung in 
einem Methanol- Salzsäure- Gemisch [35% Methanol, 1% HCl (32%), 64% Aqua 
Bidest] gelagert. Saubere OT sind eine wichtige Voraussetzung für die optimale 
Spreitung der Mitosen. Die OT werden vor dem Auftropfen in 4°C kaltes Wasser 
gestellt. Da die optimale Spreitung im wesentlichen von der Luftfeuchtigkeit und 
der Temperatur abhängig ist (Spurbeck et al., 1996; Hliscs et al., 1997), ist es 
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wichtig, diese beiden Faktoren möglichst konstant zu halten (als optimal und prak-
tikabel gelten eine ca. 50%ige Luftfeuchtigkeit und eine Temperatur von 20°C).  
Vorgehensweise: 
Der OT wird in eine feuchte Kammer gelegt und die Suspension wird mit Hilfe ei-
ner Pipette aufgetropft. Sind die Mitosen sehr plasmahaltig, kann nach ca. 20 Se-
kunden mit Fixativ nachgetropft und somit der Verdunstungsvorgang verlängert 
werden. Anschließend wird der OT bei 50°C getrocknet. Das Verdunsten des Fi-
xativs bewirkt die Fixierung der Zellen bzw. Metaphasen auf dem OT und gleich-
zeitig eine Spreitung und Dehnung der Chromosomen (Hliscs et al., 1997). 
Neben Mitosen findet man auf dem OT zahlreiche Interphasekerne. 
Je nach gewünschter Anzahl der Mitosen kann die Suspension verdünnt (Zugabe 
von Fixativ) oder verdichtet werden (Zentrifugation, Abnahme von Fixativ). 
Nach Lufttrocknung der OT erfolgt die Dehydratation durch die aufsteigende Alko-
holreihe (70%, 90%, 100%). 
Für die FISH- Prozedur sollten die OT „gealtert“ sein. Dazu lässt man sie am bes-
ten einige Tage bei Raumtemperatur stehen oder stellt sie über Nacht in den Tro-
ckenschrank (+60°C), falls man sie schnell verwenden möchte. 
 
3.1.3 Bänderungs- Zytogenetik 
Eine Bande ist definiert als das Segment eines Chromosoms, das von den be-
nachbarten Segmenten eindeutig dadurch unterschieden werden kann, dass es 
entweder heller oder dunkler erscheint, in Abhängigkeit der Färbungstechnik 
(Mitelman ‚1995). 
GTG- Banden (G- Bands by Trypsin using Giemsa) erhält man durch die Behand-
lung von Metaphasechromosomen mit dem proteolytischen Enzym Trypsin (0,075 
%) für 18- 20 sec (je nach Alter des Präparates, Art der Aufarbeitung und Konden-
sationszustand der Chromosomen) und nachfolgender Spülung. Anschließend 
erfolgt eine Färbung mit 10 %iger Giemsa- Farblösung für 5 min bei Raumtempe-
ratur. 
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3.2 Molekulargenetische Techniken zur Markierung der Sonden 
 
3.2.1 Nick Translation zum Einbau von ligandentragenden dNTP 
Die Nick Translation wurde 1977 erstmalig von Rigby et al. beschrieben und ist 
somit das ältere der Standardverfahren zur Markierung von DNA. 
Das Ziel dieser Methode ist der Einbau von markierten dUTP in die vorhandene 
DNA. Hierzu nutzt man die Eigenschaft der DNA- Polymerase I aus E.coli, die se-
quentielle Addition eines Nukleotids an den 3’- Terminus eines ‚Nicks’ (Bruch einer 
Phosphodiesterbindung), mit der Eliminierung von Nukleotiden am 5’- Phosphoryl- 
Terminus des ‚Nicks’ zu koppeln (Winnacker, 1985). Die dafür notwendigen Ein-
zelstrangbrüche (Nicks) werden durch die DNase I in Anwesenheit von Mg2+ an 
statistisch verteilten Stellen der DNA hergestellt (Kelly et al., 1970.). Die Größe der 
Fragmente, die dabei entstehen, hängt von der Konzentration der DNase I ab 
(Mühlhardt, 1999). Die durch den für diese Arbeit verwendeten Kit (Boehringer 
Mannheim) hervorgerufene Länge von 200- 500 bp hat sich in der FISH als gün-
stig erwiesen. Für die Markierung ersetzt man einen Teil der dTTP durch markierte 
dUTP. 
Typisch für die Nick Translation ist, dass anders als bei der PCR keine Amplifika-
tion stattfindet und somit eine mögliche Kontamination eine geringere Auswirkung 
hat. Demgegenüber braucht man für die Nick Translation relativ große Mengen an 
zu markierender DNA. 
Die Firma Boehringer bietet Kits sowohl für den Einbau von Biotin/ Digoxigenin, 
als auch für direkt markierte dUTP an. 
Protokoll für die Markierung mit Biotin/ Digoxigenin (Boehringer): 
In einem Reaktionsgefäß sorgfältig mischen und kurz abzentrifugieren: 
bis 1 µg  DNA 
4 µl   Biotin- / DIG- Nick Translation Mix 
ad 20µl  H2O  
 
Protokoll für die Markierung mit direkt markierten Nukleotiden: 
bis 1 µg  DNA 
2,5 µl  dTTP : dUTPmarkiert im Verhältnis 2:1 
2,5 µl  dATP (0,4 mM) 
2,5 µl  dCTP (0,4 mM) 
2,5 µl  dGTP (0,4 mM) 
2 µl  10x Puffer 
2 µl  Enzym (DNA Polymerase I, DNase I in 50% Glycerol) 
ad 20 µl  H2O 
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Man pipettiert die Zutaten auf Eis und inkubiert anschließend für 90 min bei 15°C. 
Die Reaktion wird durch Zugabe von 20 µl Stop- Mix oder durch Erhitzen für 10 
min auf 65°C gestoppt. Das Gemisch wird dann mit 1xTE bis auf 100 µl aufgefüllt 
und über eine Sephadex- Säule von überschüssigen Nukleotiden/ Oligonukleoti-
den bis zu 20 bp getrennt. 
 
Herstellung der Sephadex- Säulen: 
Eine 10ml Spritze wird mit silanisierter Glaswolle nach unten abgedichtet. An-
schließend füllt man die Spritze mit Sephadex auf und zentrifugiert 1 min bei 3000 
U/min. Gegebenenfalls wird die Spritze nach der Zentrifugation nochmals aufge-
füllt und wieder bei 3000 U/min für 1 min zentrifugiert. Um die Säule zu reinigen, 
gibt man 100 ml 1xTE auf die Säule und zentrifugiert 3 min bei 3000 U/min. Die 
Säulen werden bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. 
Nach dem Abstoppen der Reaktion gibt man das Gemisch auf die Sephadex- 
Säule, die ähnlich einer Gelfiltrations- Chromatographie- Säule funktioniert, und 
zentrifugiert erneut 3 min bei 3000 U/min. Die Farbzusätze des Stop- Mixes die-
nen zur Kontrolle der Auftrennung. Die so markierte und gereinigte DNA kann nun 
gefällt werden. 
 
3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR ist eine der wichtigsten und weitverbreitetsten Methoden in der Moleku-
larbiologie. Seit der Erstbeschreibung durch Mullis et al., 1986 und der Einführung 
der thermostabilen DNA- Polymerase (Saiki et al., 1988) kamen eine Menge Ver-
besserungen, Variationen und Erweiterungen hinzu. Eine Übersicht findet sich u.a. 
bei Mühlhardt (1999). 
 
Folgendes Schema gilt für alle PCR- Reaktionen: 
1.Schritt: Denaturierung (Aufspaltung der Doppelstränge) der DNA 
2.Schritt: Annealing (Binden des Primers) 
3.Schritt: Elongation (Erstellung einer Kopie durch die Polymerase durch Verlän-
gerung der Primer) 
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Diese Schritte können theoretisch solange wiederholt werden, bis Primer, Polyme-
rase oder Nukleotide verbraucht sind. In der Praxis haben sich 30 Zyklen bewährt, 
da es ab einer gewissen Produktmenge zu einem Plateaueffekt kommt und die 
Vermehrungsrate stark abnimmt (Mühlhardt, 1999). 
 
Folgende Reagenzien sind für eine PCR notwendig: 
• Zu amplifizierende DNA (Template) 
• Primer (in molarem Überschuss zum Template) 
• Nukleotidtriphosphate (je 200 µM) 
• thermostabile DNA- Polymerase (z.B. AmpliTaq) 
• Puffer (z.B. Tris- HCl, pH 8) 
• Magnesium (MgCl2 ; 0,5- 2,5 mM)  
• Salz (z.B. KCl) 
 
Die Konzentration des Magnesiums hat Einfluss auf das Primerannaeling, die De-
naturierung, die Produktspezifität und die Fehlerrate. 
Da beide Stränge gleichzeitig amplifiziert werden, verdoppelt sich die DNA- Menge 
theoretisch mit jedem Zyklus. Tatsächlich liegt der durchschnittliche Multiplika-
tionsfaktor bei ca. 1,55- 1,6, wobei die Vermehrungsrate zu Beginn (geringere 
Wahrscheinlichkeit des Aufeinandertreffens von Primer und Template) und zum 
Ende (Vermehrung der Pyrophosphate, zerstörte Nukleotide und Rehybridisierun-
gen) geringer ist. Geht man von einem Multiplikationsfaktor von 1,5 und 30 Zyklen 
aus, kommt man auf eine Vermehrung von 1,9 x 105 (Mühlhardt, 1999). 
 
3.2.2.1 DOP- PCR (Degenerate Oligonucleotide Primer-) 
Die DOP- PCR (Telenius et al., 1992) ermöglicht die Amplifikation von DNA- Se-
quenzen, ohne eine Sequenz zu kennen. Dazu werden sogenannte ‚universelle 
Primer’ verwendete, die aus 22 Nukleotiden bestehen. In der Mitte befinden sich 6 
Nukleotide, die zufällig gewählt werden (=N), so dass man folgende Primerse-
quenz erhält: 5’ CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3’. Um eine möglichst 
unspezifische Amplifikation zu erhalten, wählt man eine relativ niedrige Annea-
lingtemperatur (25°C) und eine Polymerase, die bei niedriger Temperatur arbeitet 
(Sequenase). 
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Die PCR wird unter einer sterilen Werkbank durchgeführt. 
Für die Amplifikation der in dieser Arbeit verwendeten Zentromere hat sich folgen-
des modifiziertes Protokoll nach Senger (1998, unpublizierte Daten) bewährt: 
(Die Mengenangaben beziehen sich auf ein Reaktionsvolumen von 50 µl, die End-
konzentration steht in Klammern.) 
 
Ansetzen von Lösung A ( 5 µl) 
ca. 0,5 µg  Plasmid- DNA 
0,6 µl  Sequenase Buffer (0,6x) 
 0,63  DOP- Primer (5 µM) 
0,4 µl  dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 200 µM) 
ad 5 µl  H2O 
 
Die Denaturierung erfolgt ohne Sequenase, da diese nicht thermostabil ist. 
 
Ansetzen von Lösung B (0,75 µl) 
1,31 µl  Sequenase Dilution Buffer 
0,19 µl  Sequenase 
 
Aufgrund der Thermoinstabilität des Enzyms werden nach jeder Denaturierung 
0,25 µl dieser Lösung zugegeben (insgesamt 3x). Satt der für die DOP- PCR nor-
malerweise üblichen 8 Sequenase- Zyklen, waren für die Amplifikation der 
Zentromere 3 Zyklen ausreichend. 
 
Nach Ablauf dieser Niedrig- Temperatur- Zyklen schließt sich eine spezifische 
Amplifikation mit 30 Zyklen an. Hierzu wurde die AmpliTaq DNA- Polymerase, 
Stoffel Fragment und der dazugehörige Puffer verwendet. Diese Polymerase be-
sitzt im Gegensatz zur AmpliTaq keine Exonukleaseaktivität und ist hitzestabiler. 
 
Ansetzen von Lösung C (45 µl) 
34,22 µl  H2O 
5 µl  Stoffel Fragment Puffer (1x) 
4,4 µl  dNTP (220 µM) 
1,38 µl  Primer (1,1 µM) 
5 µl  MgCl2 (2,5 mM) 
 
Durch die nachträgliche Zugabe von Enzym wird erreicht, dass Primer, die sich 
über die degenerierte Sequenz untereinander verbinden können, erst einen De-
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naturierungsschritt durchlaufen, bevor aktive Polymerase vorliegt (Gabriele Sen-
ger, unpublizierte Daten). 
 
Ansetzen der Lösung D (5 µl) 
4,9 µl  H2O 
0,7 µl  Stoffel Fragment Puffer (1x) 
0,7 µl  MgCl2 (2,5mM) 
0,7 µl  AmpliTaq Polymerase Stoffel Fragment (1 U/µl*) 
 
Zu Beachten ist, dass man die Reaktionsgefäße während des Zupipettierens nicht 
aus dem Thermocycler nimmt, da sonst die erforderlichen Temperaturen nicht ge-
währleistet sind. 
*1 Unit (U) ist definiert als die Menge Enzym, die 10 nmol dNTP pro 30 min in ei-
ner 10 minütigen Inkubation bei 74°C unter PCR- Konditionen einbaut [Angabe 
des Herstellers (Perkin Elmer)]. 
 
DOP- PCR (Thermocycler- Programm) 
Zyklen Temperatur Zeit Beschreibung 
1 92°C 5min Denaturierung 
2 25°C 2:20min Zugabe der Sequenase (Lösung 
B)/ Annealing 
3 34°C 2min Elongation (Sequenase) 
4 90°C 1min Denaturierung 
5 Goto 2, 2 times (Zyklus 2- 4 werden 2x wiederholt) 
6 30°C 2:20min Zugabe von Lösung C/ Annealing
7 92°C 1min Denaturierung 
8 56°C 2:20min Zugabe von Lösung D/ Annealing
9 70°C 2min Elongation (AmpliTaq, Stoffel-
Fragment) 
10 0,1°/s bis 74°C 
11 92°C 1min Denaturierung 
12 56°C 1min Annealing 
13 70°C 2min Elongation (AmpliTaq, Stoffel- 
Fragment) 
14 0,1°/s bis 74°C 
15 Goto 11, 31x (Zyklus 11- 14 werden 31x wiederholt) 
16 72°C 10min Elongation (Zeit zum Auffüllen 
der begonnen Stränge 
17 4°C for ever  
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Um die für die Routinediagnostik notwendige Menge an DNA zu erhalten, wurden 
alle Zentromersonden nach der DOP- PCR noch 2x nach folgendem Protokoll 
amplifiziert (Endkonzentration in Klammern): 
0,5 µl  DNA aus der DOP- PCR 
68,5 µl  H2O 
10 µl  Stoffel Fragment Puffer (1x) 
8 µl  dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 200 µM) 
2,5 µl  DOP- Primer (1 µM) 
10 µl  MgCl2 (2,5 mM) 
   1 µl  AmpliTaq Polymerase Stoffel Fragment (0,1 U/µl) 
100 µl   
 
3.2.2.2 Markierungs- PCR 
Zur Markierung der Sonden- DNA wurde die AmpliTaq- Polymerase eingesetzt. 
Eingebaut wurden entweder Fluoreszenz- oder Hapten- gekoppelte dUTP. Dabei 
wurden jeweils ein Teil der dTTP durch markierte dUTP ersetzt. Dies ist für die 
jeweiligen dUTP unterschiedlich und ist in Tabelle 3.1 aufgelistet. 
 
Protokoll für einen 20 µl Ansatz (Endkonzentration in Klammern): 
2 µl  der zuvor amplifizierten DNA 
1 µl  Replitherm Puffer (1x) 
1 µl  DOP- Primer (2 µM) 
s.u.  dNTP  
2 µl  MgCl2 (2,5 mM) 
0,12 µl  AmpliTaq (0,03 U/µl) 
ad 20 µl  H2O 
 
Tab.3.1 Für die Dop verwendete fluoreszenzmarkierte Nukleotide mit dem jeweiligen Anteil 
der restlichen dNTP (Endkonzentration in Bezug auf das Gesamtvolumen) 
 
Markierte Nukleotide Endkon-
zentration 
Endkonzentration der restl. dNTP 
Biotin- dUTP 40 µM dATP, dCTP, dGTP je 200 µM, dTTP 100 µM 
Digoxigenin- dUTP 40 µM dATP, dCTP, dGTP je 200 µM, dTTP 100 µM 
SpectrumGreen- dUTP 100µM dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 200 µM 
SpectrumOrange- dUTP 20 µM dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 200 µM 
SpectrumRed- dUTP 20 µM dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 200 µM 
R110- dUTP 10 µM dATP, dCTP, dGTP je 200 µM, dTTP 100 µM 
Diethylaminocumarin- 
dUTP (DEAC) 
100 µM dATP, dCTP, dGTP je 200 µM, dTTP 100 µM 
TexasRed- dUTP 50 µM dATP, dCTP, dGTP je 200 µM, dTTP 100 µM 
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Markierungs- PCR (CYCLER- Programm) 
Zyklen Temperatur Zeit Beschreibung 
1 92°C 3min Initiale Denaturierung 
2 91°C 1min Denaturierung 
3 56°C 1min Annealing 
4 70°C 2min Elongation 
5 Goto 2, 31x (Zyklus 2- 4 werden 31x wiederholt) 
6 72°C 5min Elongation (Zeit zum Auffüllen der 
begonnen Stränge 
7 4°C for ever  
 
3.2.3 Quantifizierung der PCR- Produkte und Bestimmung der Fragment-
länge der PCR- Produkte 
Für die Quantifizierung der PCR- Produkte wurden mehrere Verfahren (nach 
Sambrook et al., 1989) getestet: 
- Photometrische Messung bei 260nm 
- Abschätzung mittels Dot- Quantifizierung. Hierzu wurde die DNA mit einem 
Standard in einer Verdünnungsreihe, die auf ein ethidiumbromidhaltiges Aga-
rose- Gel aufgetropft wurde, verglichen.  
- Abschätzung mittels Elektrophorese- Gel durch Vergleich mit einem Längen-
standard von Boehringer Mannheim. Hier wurde zumeist der Längenstandard II 
und VIII verwendet. Der Agarosegehalt betrug 1,2- 1,8%. 
Die Bestimmung der Fragmentlänge erfolgte mit Hilfe der Elektrophorese. Hierzu 
wurde ein 1,8%iges Agarose- Gel hergestellt. Die PCR- Produkte wurden zusam-
men mit dem Längenstandard II oder VIII von Boehringer Mannheim aufgetragen 
und ca. 60- 80min bei 120 V und 300 mA laufen gelassen. 
 
3.2.4 Verkürzung der Fragmente mit DNase I 
Für die FISH eignen sich vorzugsweise Fragmente mit einer Länge von 50- 300bp 
(Rautenstrauß and Liehr, 2002). Nach der DOP- PCR wiesen die meisten Zen-
tromere jedoch eine Länge von 100 bis zu mehreren Kilobasen auf. Deshalb 
wurde, wenn notwendig, vor der Hybridisierung ein DNase- Verdau angeschlos-
sen. 
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Protokoll für den DNase- Verdau: 
ca. 15µl PCR- Produkt 
5µl 10x PCR- Puffer (AmpliTaq- Puffer) 
10µl MgCl2 (25mM, s. MgCl2 für AmpliTaq) 
0,1U DNase  
ad 25 µl Aqua dest. 
 
Die Lösung wird auf Eis zusammenpipettiert und bei 37°C für 20min inkubiert, mit 
nachfolgender Erhitzung auf 65°C für 15min zum Abstoppen der DNase. 
Wird mehr oder weniger DNA verdaut, muss die DNase Konzentration entspre-
chend erhöht oder verringert werden. 
 
3.3 In situ Hybridisierung an DNA 
 
Für die in situ Hybridisierung nutzt man die Eigenschaft der DNA, sich zu Doppel-
strängen zu verbinden. Man denaturiert dazu sowohl die Sonden- DNA, als auch 
die Ziel- DNA und wählt anschließend die Bedingungen so, dass möglichst nur 
komplementäre Stränge ein Hybrid bilden.  
Die Qualität der Hybridisierungssignale hängt im wesentlichen von der Sonde, den 
Diffusionsbedingungen, den Fluoreszenzstoffen und dem Verhältnis zwischen Si-
gnal und Hintergrund ab.  
 
3.3.1.1 DNA- Sonden 
Zur DNA in situ Hybridisierung wurde in der vorliegenden Arbeit nur nichtradioaktiv 
markierte DNA eingesetzt.  
Die Zentromersonden (s.2.1) wurden freundlicherweise von Mariano Rocchi, Ita-
lien zur Verfügung gestellt und entweder durch Nicktranslation markiert (s. 3.2.1) 
oder mit Hilfe der DOP- PCR amplifiziert (s.3.2.2.1) und markiert (s.3.2.2.3). 
Weiterhin kamen Mikrosezierungssonden aus der Humangenetik Jena zum Ein-
satz, die mit Hilfe der DOP- PCR amplifiziert und markiert wurden. 
Um den OT optimal auszunutzen, werden für die FISH pro OT zwei verschiedene 
Sonden (Einfarb- FISH) oder Sondenkombinationen (Zwei- bis Mehrfarb- FISH) 
eingesetzt. Daher wird im Folgenden mit „halben OT“ gerechnet. Je nach Sonden-
typ werden pro halben OT verschiedene DNA- Mengen eingesetzt. 
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3.3.1.2 Vorbehandlung von Chromosomenpräparaten 
Nach dem Altern und vor der Hybridisierung der OT müssen diese vorbehandelt 
werden. Ein RNase- Verdau hat sich bei der Arbeit mit Zentromeren nicht als sinn-
voll erwiesen, während ein Pepsinverdau notwendig ist, um verbliebene Plasma-
reste zu entfernen und die Zelle für die DNA- Moleküle durchlässiger zu machen, 
bzw. den Hintergrund bei der Hybridisierung zu verringern (Proteine bieten unspe-
zifische Bindungsstellen vor allem für Avidin/ Anti- Digoxigenin, aber auch für di-
rekt markierte Sonden). 
Die mit Mitosen versehenen OT werden für 5 min in eine 37°C warme Pepsinlö-
sung gestellt. Anschließend erfolgt ein 5 minütiges Waschen in 1xPBS, um die 
Reaktion zu stoppen. 
Um die Chromosomen richtig zu fixieren ist zusätzlich eine Behandlung mit Para-
formaldehyd notwendig. Hierzu werden die OT 10 min mit einer Postfixierungslö-
sung inkubiert, 5 min in PBS gestellt und anschließend durch die aufsteigende 
Alkoholreihe dehydriert (Liehr et al., 1995). 
 
3.3.1.3 Fällung der DNA 
Um die in der Markierungsreaktion (PCR oder Nick Translation) gewonnene DNA 
von ungebundenen Nukleotiden zu reinigen und das Volumen zu verringern, muss 
die DNA vor der weiteren Verarbeitung gefällt werden. Hierzu wird zu der in der 
PCR- / Nick Translationslösung gelösten DNA tRNA, 1/10 des Volumens Natri-
umacetat (0,3M) und die zweieinhalbfache Menge 100%igen Alkohols hinzugege-
ben (=70 Vol- %) und bei -80°C für 15 min (bzw. bei -20°C über Nacht) kaltgestellt.  
Die tRNA erhöht die absolute Ausbeute an DNA (Sambrook et al., 1989) und ver-
ringert bei der Hybridisierung die Bindung der Sonde an unspezifische Sequenzen 
(Leitch et al. 1994). Der Alkohol verdrängt die Wassermoleküle und erleichtert so-
mit die Präzipitation der Nukleinsäuren. 
Die eingesetzte Menge an tRNA ist ein Erfahrungswert und betrug für die meisten 
Sonden 100 µg pro 20 µl PCR- bzw. Nick Translations- Ansatz. 
Anschließend wird die gefällte DNA bei 4°C und 15300 U/min abzentrifugiert und 
das Pellet getrocknet. 
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3.3.1.4 Denaturierung und Prähybridisierung von DNA- Sonde und Ziel- DNA 
auf dem Objektträger 
Da DNA bei Raumtemperatur hauptsächlich doppelsträngig vorliegt, muss sie vor 
der Hybridisierung denaturiert werden. Eine zu kurze Denaturierungszeit führt zu 
einem schlechteren Hybridisierungsergebnis, während zu lange Zeit und zu hohe 
Temperaturen eine Alteration der Chromosomenstruktur zur Folge haben. 
 
Denaturierung der Sonden- DNA: 
Die gefällte und getrocknete DNA wird in dem auf ca. 37°C vorgewärmten Hybridi-
sierungsmix gelöst. Dextran ist ein inertes Polymer mit hohem Molekulargewicht, 
das die Geschwindigkeit der Hybridisierung verdreifacht. Es bildet eine Matrix in 
der Hybridisierungslösung, so dass die Sonde lokal konzentriert wird, ohne die 
Stringenz zu beeinflussen (Leitch et al., 1994). Das Formamid destabilisiert die 
Wasserstoffbrückenbindungen und setzt so die Schmelztemperatur der DNA 
herab (Casey and Davidson, 1977). 
Prähybridisierung der Sonden: 
Um unerwünschte Kreuzhybridisierungen zu unterdrücken, wurde die Sonden- 
DNA vor der eigentlichen Hybridisierung mit COT- 1- DNA prähybridisiert. COT- 1- 
DNA besteht aus repetitiven Sequenzen, v.a. aus der Alu I und Kpn I- Familie 
(Landegent et al., 1987) und wird im Zusammenhang mit den Zentromeren nur in 
sehr geringen Mengen (zwischen 0,5 und 2 µg) eingesetzt. Für die Prähybridisie-
rung werden die Sonden bei 75°C für 5 min denaturiert und anschließend für 10 
min bei 37°C inkubiert. Die Sonde sollte im Anschluss sofort auf den OT aufgetra-
gen werden oder vorrübergehend bei 4°C gelagert werden. 
 
Denaturierung der auf dem OT fixierten DNA: 
Die OT werden auf einer 72°C warmen Heizplatte kurz vorgewärmt und mit der 
Denaturierungslösung (s.2.10) eingedeckelt. Die Denaturierungsdauer für Lym-
phozyten, kultivierte Fruchtwasserzellen und Knochenmarkszellen beträgt etwa 3 
min. Die OT werden dann von der Heizplatte direkt in -20°C kalten Alkohol (70%) 
getaucht, um eine Rehybridisierung der beiden Stränge zu verhindern und an-
schließend durch die aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. 
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3.3.1.5 Die eigentliche in situ Hybridisierung 
Für die Hybridisierung wird die denaturierte und prähybridisierte Sonden- DNA auf 
den denaturierten OT gegeben und mit einem 24 x 24 cm Deckglas eingedeckelt. 
Um das Austrocknen zu verhindern, wird das Deckglas mit Rubber Cement (Fixo-
gum) abgedichtet und der OT in eine vorgewärmte feuchte Kammer gelegt. Für 
eine gute Signalqualität der Zentromersonden ist eine Hybridisierung über Nacht 
(12- 16 Std.) völlig ausreichend. 
 
3.3.1.6 Die Posthybridisierungswaschungen 
Um unspezifische Bindungen zu verringern, schließt sich an die Hybridisierung 
eine Waschung an. Grundsätzlich gilt, dass heterologe Bindungen weniger stabil 
sind, als homologe. Die Stringenz der Waschlösung hängt v.a. von der Nähe der 
Temperatur zur Schmelztemperatur der Sonden- DNA, von der Ionenstärke und 
der Formamidkonzentration ab. Für das Waschen der Zentromersonden wurde mit 
2 verschiedenen Protokollen gearbeitet: 
 
? das Waschen bei 42°C (gebräuchlichere Methode): 
 3 x 5 min in FA/SSC 
3 x 5 min 2xSSC 
? Rapid- Wash: 
2 min in 0,4xSSC (68°C) 
1 min in 4xSSC/TW bei RT 
 
3.3.1.7 Die Sonden- Detektion 
Während direkt markierte Sonden nach dem Waschen direkt sichtbar sind, müs-
sen indirekt markierte Sonden zunächst mit Fluoreszenz- gekoppelten Antikörpern 
detektiert werden. In dieser Arbeit wurde Biotin zumeist mit FITC, Cy3 oder Cy5 
und Digoxigenin mit Rhodamin oder Cy5.5 detektiert. Bei manchen Antikörpern ist 
eine Verstärkung über das Sandwich- Prinzip möglich.  
Um unspezifische Bindungen abzublocken, werden die Antikörper in zuvor ange-
setztem Milchpulver gelöst. Hierzu löst man 0,5 g fettfreie Trockenmilch (Marvel) 
in 5 ml 4xSSC/TW. Die Endkonzentration der Antikörper variiert je nach Antikör-
per: 
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Antikörper Menge/ 50 µl Marvel/ 
SSC/TW 
Beschreibung 
Streptavidin- 
FITC 
0,1 µl AK gegen Biotin 
Avidin Cy5 0,5 µl AK gegen Biotin 
Biotinyliertes 
Antiavidin 
0,5 µl AK gegen Avidin, gekoppelt an Biotin (zur 
Verstärkung von FITC und Cy5) 
Anti- DIG- 
Cy5.5(mouse) 
5 µl AK gegen Digoxigenin 
Anti- mouse-  
Digoxigenin 
5 µl AK gegen Anti- DIG- Cy5.5(mouse) 
 
Die mit Marvel/4xSSC/TW angesetzten AK werden auf den OT pipettiert und mit 
einem 24x60cm Deckglas abgedeckt. Anschließend wird bei 37°C für 30 min in 
der feuchten Kammer inkubiert. 
Nach jeder Inkubation erfolgt ein Waschschritt: 
2x4 min in 4xSSC/TW auf dem Schüttler 
Nach dem letzten Waschschritt wird der OT kurz mit destilliertem Wasser abge-
spült und anschließend getrocknet. 
 
3.3.1.8 Die Gegenfärbung und das Haltbarmachen der Präparate 
Um ein schnelles Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern, wird der 
hybridisierte und detektierte OT mit ca. 15 µl Antifade (Vectashield) eingedeckelt 
(Johnson et al., 1981). Um die Chromosomen sichtbar zu machen (Gegenfärbung), 
mischt man dem Antifade DAPI (4’6’- Diamidino- 2- Phenylindol) zu. DAPI ist ein 
Fluoreszenzfarbstoff, der sein Absorptionsmaximum bei 353 nm und sein Emissi-
onsmaximum bei 416 nm hat und an die kleine Kurvatur der DNA- Doppelhelix 
bindet (Wilson et al., 1990). In der FISH ist DAPI weitverbreitet, da es eine der 
Giemsa- Bänderung ähnliche Bänderung hervorruft (Tucker et al., 1988) und man 
so die einzelnen Chromosomen zur Kontrolle identifizieren kann. Die Fluoreszenz 
von DAPI wird durch AT- reiche Sequenzen stark verstärkt (Wilson et al., 1990), 
wordurch sich die stärkere Fluoreszenz der Zentromerregionen erklärt 
Der fertige OT kann sofort unter dem Fluoreszenz- Mikroskop betrachtet oder bei 
–20°C bis zu mehreren Jahren (je nach Fluoreszenzfarbstoff) gelagert werden. 
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3.3.1.9 Fluoreszenzmikroskopie und Dokumentation 
Belichtung und Aufnahme der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte mit einem Axioplan 2 
Fluoreszenz- Mikroskop (Zeiss®), an das eine CCD- Videokamera (IMAC®) gekop-
pelt ist. Um die einzelnen Fluoreszenzen zu trennen, werden zwischen die Queck-
silberlampe und die Kamera Filter eingeschoben. 
Für die Auswertung und Dokumentation der Hybridisierungsergebnisse ist eine 
spezielle Software notwendig. Für diese Arbeit wurde das Software- Programm 
ISIS (MetaSystems GmbH, Altlussheim) verwendet. Den einzelnen Fluoreszenz-
farbstoffen wird ein Grauwert zugeordnet, den das Programm in eine Falschfarbe 
umwandelt. Diese werden in verschiedenen Kanälen gespeichert und können so-
mit einzeln bearbeitet werden. Außerdem bietet das Programm die Möglichkeit, 
ein Karyogramm zu erstellen. 
Zur Überlagerung aller 6 Kanäle (DAPI, SO, SR, SG, Cy5, DEAC), zur Falschfar-
benzuordung sowie zur Bildbearbeitung wurde die Software Adobe Photoshop 5.5 
verwendet. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Vorarbeiten für die Etablierung der Methode 
 
4.1.1 Hybridisierung einzelner Zentromersonden 
Die für diese Arbeit verwendeten Zentromersonden wurden zunächst mit Hilfe der 
Nicktranslation markiert und hybridisiert, um die Qualität der Sonden zu überprü-
fen und mögliche Kreuzhybridisierungen auszuschließen. Die Markierung wurde 
mit Biotin- dUTP durchgeführt, anschließend wurde mit Avidin- FITC detektiert. 
 
 
Abb. 4.1: Hybridisierung der einzelnen Zentromersonden nach Biotin- Markie-
rung mittels Nicktranslation und Detektion mit Streptavidin- FITC zur Überprü-
fung der Qualität. 1) 1q12. 2) Zentromer 18. 3) Zentromer 2 und 20. 
 
4.1.2 Amplifizierung und Markierung der DNA- Sonden mittels DOP- PCR 
Die Amplifikation und Markierung der Sonden- DNA erfolgte mittels DOP- PCR, 
bei der die Sequenzen über unspezifischer Primer vervielfältigt werden. Dabei 
zeigte sich, dass drei Sequenase- Zyklen statt der sonst üblichen 8 Zyklen ausrei-
chend waren, um für weitere Amplifikationen genügend Primer einzubauen. Die 
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Ausgangsmenge (0,5ng- 100ng) spielte dabei keine entscheidende Rolle für die 
Endmenge. 
Zur Markierung der durch die DOP- PCR erhaltene Sonden- DNA, verwendet man 
die gleichen Primer wie bei der DOP- PCR, ersetzt jedoch einen Teil der dTTP 
durch markierte dUTP. Außerdem wird hier die AmpliTaq Polymerase (Aktivitäts-
optimum bei 74°C und einem pH von 8) und ein entsprechender Puffer verwendet.  
Auch hier wurde zunächst mit Biotin markiert und mit Avidin- FITC detektiert, um 
die Qualität der Sonden zu überprüfen. Zur Optimierung der Qualität wurden für 
jede Zentromersonde zwischen einem und fünf Varianten bezüglich der Sonden-
konzentration ausgetestet. 
Nach Testung der so amplifizierten und markierten Sonden, wurden alle Zentro-
mersonden erneut amplifiziert, um einen Stock von 100µl DNA herzustellen. Diese 
DNA diente als Ausgangs- DNA für alle weiteren Markierungen. 
 
4.1.3 Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 
Da für den Zentromer- Mix 5 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe benötigt werden, 
wurden verschiedene direkt und indirekt markierte Nukleotide getestet. Es wurden 
SG- dUTP und R110- dUTP miteinander verglichen und verschiedene Verhält-
nisse von dUTP zu dTTP getestet. Dabei erwies sich SG- dUTP für die Markierung 
von Zentromeren als das geeignetere, da eine bessere Signalausbeute erzielt 
werden konnte. Ebenso wurde mit SR- dUTP, TR- dUTP von Molecular Probes 
und TR- dUTP von NEN verfahren, wobei SR- dUTP sich für die Markierung von 
Zentromeren als am besten geeignet erwies. 
Im Weiteren wurde das Diethylaminocumarine- dUTP getestet, welches sich als 
vorteilhaft gegenüber Digoxigenin- dUTP (in einem zweiten Schritt detektiert mit α- 
DIG- Cy5.5) herausstellte. 
SO- dUTP und BIO- dUTP (in einem 2. Schritt detektiert mit Streptavidin- Cy5) 
zeigten sehr gute Signalausbeuten, so dass keine weiteren Nukleotide mit ähnli-
cher Wellenlänge getestet werden mussten. 
Jede Zentromersonde wurde mit den verwendeten Fluorochromen getestet, um 
die geignete Sondenkonzentration für das jeweilige Fluorochrom zu bestimmen 
(etwa 20 Varianten pro Sonde). 
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4.1.4 Quantifizierung der eingesetzten DNA- Mengen und Überprüfung der 
Fragmentlängen mittels Elektrophorese 
Zur Quantifizierung wurde ein Aliquot der DNA photometrisch bei 260nm gemes-
sen bzw. mit Hilfe der Dot- Quantifizierung abgeschätzt. Hierzu wurde die DNA mit 
einem Standard in einer Verdünnungsreihe, die auf ein ethidiumbromidhaltiges 
Agarosegel aufgetropft wurde, verglichen.  
Da die Fragmentlänge der Sonden- DNA eine wichtige Rolle für die Qualität der 
Hybridisierung spielt (s. 3.2.4), wurde ein Aliquot der DNA auf ein Agarosegel auf-
getragen. Die Länge der Fragmente wurde mit dem Längenstandard II oder VIII 
von Boehringer Mannheim verglichen. Zumeist wies die Zentromersonden- DNA 
nach DOP- PCR eine Längengemisch von 200 bp bis weit über 20 000 bp (s. 
Abb.4.2) auf. Die einzelnen Zentromersonden unterschieden sich allerdings er-
heblich in der Länge, sowohl vor als auch nach DOP- PCR. 
 
4.1.5 Optimierung des Signal- Hintergrund- Verhältnisses 
Das Verhältnis von spezifischem Signal zu unspezifischem Hintergrund nach 
DOP- PCR und Hybridisierung war im Vergleich zur Markierung mit Nicktranslation 
zunächst nicht zufriedenstellend. Deshalb wurden verschiedene Ansätze getestet, 
um die Hybridisierungsergebnisse zu optimieren. 
Hierzu wurden verschiedene DNA- Konzentrationen in der Hybridisierung einge-
setzt, die für jedes Zentromer unterschiedliche Optima aufwiesen. 
Da auch die Stringenz des Waschens eine große Rolle spielt, wurden verschie-
dene Temperaturen und Salzkonzentrationen getestet. 
Auch die Fragmentlänge hatte einen entscheidenden Einfluss auf den spezifischen 
Hintergrund, so dass Versuche mit DNase durchgeführt wurden. Hier erwies sich 
eine Fragmentlänge von 50- 300bp als optimal. Es wurden sowohl verschiedene 
Konzentrationen an DNase (0,0001U- 0,1U/µl), als auch verschiedene Inkuba-
tionszeiten (10, 20, 30, 60, 120 min) getestet, um die optimale Länge zu erreichen. 
Diese wurde mit Hilfe von Gelelektrophorese und einem Längenstandard über-
prüft. Als optimal für die meisten Zentromere erwies sich eine DNase- Konzentra-
tion von 0,1U/ 20µl markiertem DNA- Ansatz und eine Inkubation von 20 min bei 
37°C. 
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4.1.6 Der Einsatz von COT- 1- DNA 
Verschiedene Konzentrationen an COT- 1- DNA wurden getestet, um mögliche 
Kreuzhybridisierungen zu unterdrücken. Dabei erwies sich bei Einzelhybridisierun-
gen eine Konzentration von ca. 0,05µg/µl Hybridisierungsansatz als ausreichend. 
Wurden alle Zentromere zusammen hybridisiert, benötigte man eine Konzentration 
von ca. 0,2µg/µl. 
Vor der eigentlichen Hybridisierung wurden die Sonden mit der COT- 1- DNA 10 
min bei 37°C prähybridisiert. 
 
4.2 Etablierung verschiedener zentromerspezifischer M-FISH- Verfahren 
Nachfolgend wird die Etablierung der verschiedenen zentromerspezifischen M-
FISH- Verfahren (cenM-FISH, CenM54-FISH, AcroCenM-FISH, cenMM-FISH) 
beschrieben. 
 
501bp 
320bp 
110bp 
 1  2  3  4 5 
Abb. 4.2: Elektrophorese- Gel nach 1h 
Laufzeit bei 120V. Die erste und fünfte Spur 
zeigen den Längenstandard VIII und II von 
Boehringer Mannheim. Die zweite, dritte und 
vierte Spur zeigen Zentromer 4 nach DOP-
PCR und anschließendem DNase Verdau mit 
0,0001U/ 20µl Sonden- DNA nach 10, 30 und 
60 min Inkubation. Die fünfte Spur zeigt 
Zentromer 4 nach DOP-PCR und 
anschließendem DNase Verdau mit 0,1U/ 20µl 
Sonden- DNA nach 10 min Inkubation. Die 
Fragmente der Spur 5 besitzen die für die 
FISH- optimale Länge von 100-300 bp. 
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4.2.1 Etablierung des cenM-FISH  
4.2.1.1 Anpassung der Konzentrationen und Auswahl der Farbkombinatio-
nen 
Die spektrophotometrische Bestimmung der DNA- Konzentration nach der PCR 
erwies sich als schwierig, da in den Sonden außer der spezifischen Zentromer- 
DNA auch Primer, Nukleotide, Plasmid- und zum Teil Bakterien- DNA enthalten 
waren. Dies erwies sich zwar in der FISH nicht als störend, verfälschte jedoch die 
Messwerte. Deshalb wurden die für die Signalausbeute nötigen Menge für die ein-
zelnen Zentromere empirisch ermittelt. Die Menge der einzelnen Sonden im cenM-
FISH war zumeist etwas geringer als bei der Einzelhybridisierung. Es wurden 
Mengen zwischen ½ und 1/50 des Markierungsansatzes (20µl) getestet. Je nach 
Zentromersonde wurden für eine Einzelhybridisierung zwischen 1/5 und 1/20 des 
Markierungsansatzes eingesetzt. Die verwendeten Mengen der einzelnen Zentro-
mersonden für die Mixe finden sich in den Tabellen 4.1- 4.3. 
Bei der Auswahl der Farbkombinationen mussten in erster Linie die Sonden  
berücksichtigt werden, die mehrere Zentromere abdeckten. Wie in der Einleitung 
(s.1.2.2.2.1) beschrieben, sind nicht für alle Zentromere spezifische Sonden ver-
fügbar. So musste zum Beispiel zur Sonde D2Z1 (spezifisch für Chromosom 2 und 
20) eine Chromosom- 20 spezifische Sonde (D20Z2) eingesetzt werden. Damit 
deckt die eine Sonde sowohl Zentromer 2 als auch 20 ab, während die andere 
Sonde nur spezifisch auf Chromosom 20 bindet. Zur sicheren Unterscheidung 
beider Chromosomen wurde nun zusätzlich zu der für beide Sonden gewählten 
Farbe SG, die Farbe SO für die Sonde D20Z2 eingesetzt. 
Außerdem erwies es sich als günstig, 3- fach Kombinationen für die Zentromere 
(z.B. Chromosom 8, 12...) zu verwenden, die in der Einzelhybridisierung beson-
ders kräftige Signale ergaben. Eine Übersicht über die verwendeten Farbkombi-
nationen sowie Mengen des verwendeten Endproduktes findet sich in Tabelle 4.1.  
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Tab. 4.1: Schema der Markierung der Zentromersonden für die cenM-FISH bzw. cenM54- 
FISH (Midi54 zusätzlich) mittels DOP- PCR. Die Mengenangaben beziehen sich auf die 
Menge des verwendeten Endproduktes nach PCR. 
 
Zentromer Kombination SO SR SG DEAC BIO 
1 SG/BIO   60µl  30µl 
2+20 SG   60µl   
3 SR/DEAC  20µl  20µl  
4 BIO     50µl 
5+19 SR  20µl    
5/6 SO/SR 20µl 20µl    
6 SO/SR/SG 20µl 20µl 40µl   
7 SR/BIO  20µl   20µl 
8 SO/SG/BIO 20µl  40µl  20µl 
9 SO/SR/BIO 20µl 50µl   50µl 
10 SG/DEAC   100µl 50µl  
11 DEAC/BIO    50µl 50µl 
12 SR/SGBIO  20µl 40µl  20µl 
13+21 SO 20µl     
14+22 DEAC    20µl  
15 SR/SG  20µl 40µl   
16 SO/SG/DEAC 30µl  60µl 30µl  
17 SO/DEAC/BIO 20µl   20µl 20µl 
18 SO/BIO 20µl    20µl 
20 SO/SG 20µl  40µl   
22 SO/DEAC 60µl   60µl  
X SR/SG/DEAC  20µl 40µl 20µl  
Y SR/DEAC/BIO  20µl  20µl  
 
Midi 54 SO/SR/DEAC/
BIO 
20µl 20µl  20µl 20µl 
 
Nach Markieren der Sonden entsprechend dem aufgeführten Schema (Tab. 4.1), 
wurden sämtliche Ansätze zusammenpipettiert, gut durchmischt und anschließend 
auf 25 Portionen aufgeteilt. Jede Portion wurde dann einzeln gefällt und getrock-
net, sie reichte für einen Ansatz, d.h. ½ OT. 
 
4.2.1.2 Test der Methode an normalen Chromosomen 
Die Methode wurde zunächst an Chromosomen von 5 unauffälligen Kontrollperso-
nen getestet und das Ergebnis durch Identifikation der Chromosomen mittels 
Giemsa- ähnlicher DAPI- Bänderung überprüft (s. Abb. 4.3a+b). 
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Abb. 4.3a: Unauffällige weibliche Metaphaseplatte nach Hybridisierung des cenM-
Mixes auf normale Chromosomen. Die Markierung der einzelnen Sonden erfolgte 
nach in Tab. 4.1 augeführtem Schema. Zur übersichtlicheren Darstellung wurden den 
einzelnen Chromosomen nachträglich Falschfarben zugeordnet. 
 
 
Abb. 4.3b: Unauffälliger männlicher Karyotyp nach Hybridisierung des cenM-Mixes 
auf normale Chromosomen. Die Markierung der einzelnen Sonden erfolgte nach in 
Tab. 4.1 augeführtem Schema. Zur übersichtlicheren Darstellung wurden den 
einzelnen Chromosomen nachträglich Falschfarben zugeordnet. 
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4.2.2 Etablierung des cenM54-FISH 
Für die cenM54-FISH wurde dem CenM-FISH- Mix lediglich eine, alle p- Arme der 
akrozentrischen Chromsomen abdeckende Sonde (Midi54) zugefügt. Diese Sonde 
bindet außerdem in der perizentrischen Region von Chromosom 9. Für diese 
wurde die freie Farbkombination SO/DAC/Cy5/SR gewählt (s. auch Tab. 4.1). 
 
 
Abb. 4.4: Karyotyp nach Hybridisierung mit dem CenM54-Mix. Zur übersichtlicheren Dar-
stellung wurden den einzelnen Chromosomen Falschfarben zugeordnet. Die farbigen 
Kästchen unter den einzelnen Chromosomen zeigen die Farbkombinationen der einzel-
nen Zentromersonden (s. auch Tab. 4.1). Das unterhalb des Zentromer 9 gelegene Signal 
kommt durch eine Kreuzhybridisierung der Sonde Midi54 zustande. Der Pfeil zeigt 2 zu-
sätzliche Isochromosom 15p, die durch den cenM54-Mix vollständig charakterisiert wer-
den ( siehe auch Nietzel et al., 2002). (SpectrumGreen, SpectrumOrange, DEAC, Cy5, 
SpectrumRed). 
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4.2.3 Etablierung des AcroCenM-FISH 
Für den AcroCenM-FISH- Mix wurde im wesentlichen ähnlich verfahren, wie für 
den cenM-FISH- Mix.  
Bis auf Zentromer 15 wurden alle Zentromere mit der DOP- PCR amplifiziert und 
markiert (s. Tab.4.2). Zentromer 15 wurde mit Nicktranslation Biotin- markiert, da 
damit bessere Signalintensitäten erreicht werden konnten. Nach der Markierung 
wurde die DNA aller Sonden (bis auf Midi54 und Zentromer 15) zusammen 
pipettiert und auf 10 Portionen aufgeteilt. Es zeigte sich, dass sich das 
Hintergrund- Signal- Verhältnis nach DNase- Behandlung deutlich verbesserte, so 
dass vor der Hybridisierung jeder Ansatz 20min bei 37°C mit 0,1U DNase inkubiert 
wurde. Anschließend wurde die Nicktranslations- markierte Zentromer 15- Sonde 
zupipettiert. Die Midi54- Sonde wurde getrennt denaturiert und prähybridisiert, 
während der Rest des Mixes nur denaturiert wurde. Anschließend wurde alles 
zusammen auf den OT aufgetragen. Zur Optimierung des Mixes waren etwa 15 
Versuche notwendig. 
 
 
Abb. 4.5: AcroCenM-FISH: Darstellung aller akrozentrischen Chromosomen und des 
Y-Chromosoms. Aufgrund der Übersichtlichkeit wurde jede Farbe einzeln aufgeführt. 
Die farbigen Kästchen unter den einzelnen Chromosomen zeigen die Farbkombina-
tionen der einzelnen Zentromersonden (s. auch Tab. 4.1). Der Pfeil zeigt einen von 
Chromosom 14 stammenden satelliten-tragenden Marker.  
(SpectrumGreen, SpectrumOrange, DEAC, Cy5, SpectrumRed). 
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Tab. 4.2: Schema für die Markierung der Zentromersonden für den AcroCenM- Mix. Die 
Mengenangaben beziehen sich auf die Menge des verwendeten Endproduktes nach Mar-
kierung. 
Zentromere Kombination SO SR SG DEAC BIO 
Zentromer 13/ 21 SG   10µl   
Zentromer 14/ 22 SR  2,5µl    
Zentromere 15 BIO     20µl
Zentromer 22 SG   5µl   
Yq12 SR/DEAC  2,5µl  2,5µl  
NOR (Satellitenregion) SO 15µl     
Midi54 (p- Arme d. Acrozentrischen) DEAC    6µl  
 
Beide Sondenmixe wurden zunächst an normalen Metaphasechromsomen von 3 
verschiedenen Testpersonen getestet (Ergebnis nicht gezeigt). 
 
4.2.4 Kombination von cenM-FISH und M-FISH (cenMM-FISH) 
 
Im Anschluß wurden Versuche zur Kombination der cenM-FISH mit der M-FISH 
(cenMM-FISH) unternommen. Hierzu wurden die Farbkombinationen jedes 
Zentromers so umgestellt, dass sie sich von der des entsprechenden Ganzchro-
mosoms unterschieden. Nur so konnte eine sichere Trennung von Zentromer- 
bzw. Euchromatinsignal gewährleistet werden (s. Tab.4.3). 
Es wurde versucht, alle Zentromere, die mit dem gleichen spezifischen Fluoro-
chrom markiert werden, zusammenzufassen, um die Markierung zu vereinfachen 
und den Zeitaufwand zu verringern. Hierzu waren zehn Versuche notwendig, um 
die Konzentration der einzelnen Zentromere an die Signalstärke anzupassen und 
die optimale Menge an Produkt für die Hybridisierung zu bestimmen. Für die ver-
schiedenen Fluorochrome waren hier unterschiedliche Mengen notwendig. 
Bezüglich der Kombination des cenM-FISH- und des M-FISH- Mixes wurden bis-
her nur 8 Hybridisierungen an Chromsomen normaler Testpersonen durchgeführt. 
Hierbei wurden sowohl verschiedene Konzentrationen der beiden Mixe als auch 
verschiedene COT-1- DNA- Konzentrationen getestet (vorläufiges Ergebnis s. 
Abb.4.6). 
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Tab.4.3: Schema für die Markierung der Zentromersonden für den cenM-FISH- Mix in 
Kombination mit der M-FISH. Die Mengenangaben beziehen sich auf die Menge des 
verwendeten Endproduktes. Die Angaben für das Zentromer 5 (Midi 12) fehlen, da 
diese extra markiert und mit dem M- FISH- Mix prähybridisiert wurde. 
CenM-FISH M-FISH 
CEP Kombination SG SO SR BIO DAC SG SO TR BIO DIG Kombination WCP
1 SG/SO 8 8         BIO 1 
2 SG 6          DIG 2 
3 SG/SO/BIO  6 6  8       TR 3 
4 SR   20        SG 4 
5 SR/BIO/DAC           SO 5 
6 SO/SR/BIO/DAC  5 5 5 5      BIO/SG 6 
7 SG/SO/SR 12 12 10        BIO/DIG 7 
8 SG/SO/DAC 2 2   2      BIO/TR 8 
9 SG/SR/DAC 20  25  25      BIO/SO 9 
10 SO/SR/BIO  15 15 15       SG/DIG 10 
11 SO/BIO/DAC  20  20 20      SG/TR 11 
12 SR/BIO   10 10       SG/SO 12 
13 SG/DAC 5    3      DIG/TR 13 
14 BIO    5       DIG/SO 14 
15 SG/BIO/DAC 8   12 10      TR/SO 15 
16 SO/SR  8 8        BIO/SG/DIG 16 
17 SO/DAC  5   3      BIO/SG/TR 17 
18 SR/DAC   3  5      BIO/SG/SO 18 
19 DAC     2      BIO/DIG/TR 19 
20 SG/SR 2  2        BIO/DIG/SO 20 
21 SG/DAC 5    3      BIO/TR/SO 21 
22 SO/BIO  25  18       SG/DIG/TR 22 
x BIO/DAC    5 5      SG/DIG/SO X 
Y BIO/SG 5   10       DIG/TR/SO Y 
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Abb. 4.6: Vorläufiges Ergebnis einer Kombination der cenM-FISH 
mit der M-FISH. Gezeigt sind Metaphasechromosomen einer nor-
malen Testperson. Das Bild wurde mit Hilfe eines 8- Filtermikro-
skops (Firma Zeiss) erstellt. 
 
4.3 Einsatz der Methoden zur Diagnostik in der molekularen Zytogenetik 
Im Weiteren wurde sowohl die cenM-FISH- als auch die cenM54-FISH und die 
AcroCenM-FISH- Methode auf Patientengut angewandt. Aus der Humangenetik 
Jena standen hierfür 10 Fälle für die cenM-FISH zur Verfügung, welche im Fol-
genden näher besprochen werden. Der cenM54-FISH- und der AcroCenM-FISH- 
Mix wurden an je einem Fall getestet. Zunächst erfolgte die Hybridisierung mit 
dem cenM(54)- bzw. Acro- Mix, um das Ergebnis im Anschluss mittels Einfarb- 
Hybridisierung zu überprüfen. Hierzu wurden im Wesentlichen Sonden von der 
Firma Vysis verwendet. Bei manchen Fällen war es auch notwendig, mittels 
Ganzchromosomen- (WCP) oder Teilchromosomensonden (PCP) zu überprüfen, 
ob euchromatisches Material vorhanden war, um Rückschlüsse auf die klinische 
Relevanz ziehen zu können. 
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4.3.1 Fälle mit kleinen Markerchromosomen 
 
Tab. 4.4: Übersicht aller für diese Arbeit verwendeten Fälle mit den Ergebnissen der Zytoge-
netik, der M-FISH und der CenM-FISH. 
Fall 
Nr. 
Zytogenetik M-FISH cenM-FISH 
Pränatalfälle: 
1 47,XX,+mar[16]/46,XX[7] Kein  
Ergebnis 
der(8)(p11→q11) 
2 47,XX,+der(21;21)(q10;q10 Kein 
Ergebnis 
inv dup(21)(q11) 
3 47,XY,+mar[43]/46,XY[7] der(8) r(8)(p11q12) 
4 47,XY,+mar[5]/46,XY[5] Kein 
Ergebnis 
inv dup(14)(q11) 
5 mos 
48,XX,+2mar[16]/46,XX[4] 
Kein 
Ergebnis 
2 inv dup(15) 
(pter→q11.1::p11.1 or q11.1→p13) 
Postnatalfälle: 
6 47,XX,+mar der (1) +der(1)(p?12→q12) 
Tumorzytogenetische Fälle: 
7 47,XY,+mar[20] Kein 
Ergebnis 
+r(11) 
8 Hyperdiploid mit HSR- Marker  6-fache Zentromer-1-Amplifikation 
9 Hyperdiploid mit HSR- Marker  3-fache Zentromer-17-Amplifikation 
10 Hyperdiploid mit HSR- Marker  4- und 6-fache Zentromer-12-
Amplifikation 
 
4.3.1.1 Pränatal  
Fall Nr.1: 
In diesem Fall war vor Einsatz der cenM-FISH- Technik das Ergebnis durch suk-
zessive Hybridisierung aller Zentromersonden bereits bekannt. 
In der cenM-FISH zeigte das SMC ebenfalls deutliche Signale für das Zentromer 
8. Mittels Hybridisierung einer WCP- Sonde und der PCP- Sonden 8p und 8q 
färbte sich der Marker nur sehr schwach an. Dies könnte auf eine unvollständige 
Unterdrückung der repetitiven Sequenzen durch Cot- 1- DNA zurückzuführen sein. 
Hieraus und aufgrund der Tatsache, dass die Zentromersonde den ganzen Marker 
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anfärbt, kann man schließen, dass der Marker zu 95% oder mehr aus hetero-
chromatischem Material besteht. Im Interphase- FISH zeigte sich der Marker in 
54% der Kerne. 
Karyotyp nach FISH: 
47,XX,+mar. ish der (8)(wcp8-,D8Z2+) oder 47,XX, +der(8)(p11→q11) 
 
Die hier gezeigten Ergebnisse sind im Detail publiziert durch Starke et al., 1999. 
 
 
Abb. 4.7: Fall Nr. 1. (A) Ausschnitt aus einer Metaphase (DAPI) mit SMC (M). 
(B) Die gleiche Metaphase nach Hybridisierung mit dem cenM-FISH-Mix. Das 
SMC zeigte die Farbkombination für Zentromer 8. (C) Das SMC (M) nach Hybri-
disierung mit dem M-FISH- Mix. Das SMC konnte mit der M-FISH nicht charak-
terisiert werden. (D) Das SMC (M) in der GTG- Bänderung. Auch hier war keine 
Identifikation möglich. 
 
Fall Nr.2: 
Nach Hybridisierung aller menschlichen Zentromere färbte sich das SMC deutlich 
mit der für Zentromer 13 und 21- spezifischen Sonde an. In weiteren Hybridisie-
rungen mit den Sonden Wcp 13 und Wcp 21 konnte das Material eindeutig Chro-
mosom 21 zugeordnet werden. Der für das Down- Syndrom verantwortliche Be-
reich 21q22 konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (LSI21- Sonde, Vysis). 
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Chromosomenanalysen im Blut der Eltern zeigten, dass die Mutter den gleichen 
Marker wie das werdende Kind trägt. Aufgrund der molekularzytogenetischen Be-
funde und der fehlenden klinischen Besonderheiten ist davon auszugehen, dass 
der Marker wenn nur sehr geringe Anteile an euchromatischem Material aufweist, 
welche sehr wahrscheinlich keine klinische Relevanz besitzen. Das Ergebnis der 
GTG- Bänderung wurde weitgehend besätigt. 
Karyotyp nach FISH: 47,XX, +inv dup(21)(q11) 
 
 
Abb. 4.8: Fall Nr. 2. Ausschnitt aus einer Metaphase mit SMC (M) nach 
Hybridisierung mit dem cenM-FISH- Mix (links) und konvertiertes DAPI- Bild 
(rechts). Das SMC zeigte die Farbkombination für Zentromer 21. Es sind nur 3 
Farbkanäle dargestellt. 
 
Fall Nr.3: 
In der cenM-FISH zeigte der Marker eindeutige Signale für das Zentromer 8. Mit 
der im Folgenden eingesetzten wcp8- Sonde färbte sich praktisch der gesamte 
Marker an, ebenso mit der 8p- spezifischen Sonde, während die 8q- spezifische 
Sonde keine Signale zeigte. Im kultivierten Fruchtwasser lag das zusätzliche 
kleine Chromosom in 37% der Zellen vor während es im unkultivierten Fruchtwas-
ser in 40 von 50 Interphasekernen, also in 80% gefunden wurde. 
Bei der Chromosomenanalyse im Blut der Mutter konnte der gleiche Marker wie 
beim Kind nachgewiesen werden. Hierbei stellte sich heraus, dass 71% der Mar-
ker monozentrisch waren, während 8% dizentrische Ringchromosomen waren.  
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Zur Zeit der Untersuchung war der Verlauf der Schwangerschaft (20.SSW) un-
auffällig. 
Karyotyp nach FISH: 47,XY,+r(8)(p11;q12)/46,XY  
 
 
Abb. 4.9: Fall Nr. 3. (A) Ausschnitt aus einer Metaphase mit SMC (M) nach Hybridisierung 
mit dem cenM-FISH- Mix. Das SMC zeigte die Farbkombination für Zentromer 8. (B) Di-
zentrisches Ringchromosom der Mutter (M) nach Hybridisierung mit der spezfisichen 
Zentromersonde für Chromsom 8 von Vysis. (C) Hybridisierung des SMC (M) mit der 
WCP 8 (grün)- und PCP 8q (rot)- Sonde. Das SMC zeigt nur ein Signal mit der WCP 8- 
Sonde, weshalb davon auszugehen ist, dass sich das SMC aus Anteilen des kurzen 
Arms zusammensetzt. 
 
Fall Nr.4: 
In der cenM-FISH zeigte das SMC zwei eng benachbarte Signale des Zentromer 
14. Aufgrund der Tatsache, dass zwischen den Zentromeren keine ungefärbte 
Lücke erkennbar war und es sich um einen „bisatellited Marker“ handelt, wurde 
der Karyotyp wie folgt beschrieben: 47,XY,+inv dup(14)(q11). 
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Abb. 4.10: Fall Nr. 4. Karyotyp mit SMC nach Hybridisierung mit dem cenM-FISH- Mix. 
 Der Ausschnitt auf der linken Seite zeigt beide normale Chromosomen 14 und das SMC 14. 
 
Fall Nr.5: 
Nach Hybridisierung mit allen menschlichen Zentromeren konnte gezeigt werden, 
dass der Marker aus Material von Chromosom 15 besteht. Hybridisierung mit der 
für die p- Arme der akrozentrischen Chromosomen spezifischen Sonde Midi54 
zeigte, dass beide Markerchromosomen je 2 Signale aufweisen. 
Karyotyp nach FISH: 
48,XX,+2 inv dup(15)(pter→q11.1::p11.1 or q11.1→p13)[16]/46,XX[4] 
 
 
Abb. 4.11: Fall Nr. 5. (A) Darstellung einer Metaphase mit 2 SMC (M) nach Hybridisierung mit 
dem cenM-FISH- Mix. Beide SMC zeigten die Farbkombination für Zentromer 15. Es sind nur 
3 Farbkanäle dargestellt. (B) und (C) Beide SMC (M) in Vergrößerung. (D) Eines der beiden 
SMC (M) im invertierten DAPI. 
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4.3.1.2 Postnatal 
Fall Nr.6: 
Sowohl die Hybridisierung mit allen menschlichen Zentromeren als auch die M-
FISH zeigten, dass es sich um Material des Chromosoms 1 handelt. Außer dem 
Zentromerbereich wies der Marker auch euchromatisches Material des p- und q-
Arms auf. 
Karyotyp nach FISH: 47,XX,+der(1)(p?12→q12) 
 
 
Abb. 4.12: Fall Nr. 6. (A) Karyotyp mit SMC (Pfeil) nach Hybridisierung mit dem cenM-FISH- 
Mix. Das SMC zeigte die Farbkombination für Zentromer 1. (B) Das SMC (Pfeil) im invertier-
ten DAPI- Bild. (C) Das SMC (Pfeil) in der M- FISH. Auch hier konnte Material von Chromo-
som 1 nachgewiesen werden. 
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4.3.1.3 Tumor 
Fall Nr.7: 
Die Hybridisierung der Knochenmarkszellen mit allen 24 Zentromeren bestätigte 
die Herkunft des Markers von Chromosom 11. Zusätzlich zeigte es sich, dass es 
sich um ein Ringchromosom handelte, das in 28 von 30 Metaphaseplatten mono-
zentrisch, in 2 von 30 jedoch dizentrisch war. (Publiziert durch Starke et al., 2001) 
Karyotyp nach FISH: 47,XY,+r(11) 
 
 
Abb. 4.13: Fall Nr. 7. (A) Ausschnitt aus einer Metaphase mit monozentrischem 
Ringchromsom (M) nach cenM-FISH. Das Ringchromosom zeigte die Farbkombina-
tion für Zentromer 11. Aufgrund der Übersicht wurden Falschfarben zugeordnet. (B) 
Ausschnitt aus einer Metaphase mit dizentrischem Ringchromsom (M) nach cenM-
FISH. Auch beinhaltet das SMC Material von Zentromer 11. (C) Das SMC (M) im inver-
tierten DAPI. 
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4.3.2 Fälle mit HSR- Markern 
Fall Nr.8: 
Der Marker konnte mittels cenM-FISH Chromosom 1 zugeordnet werde. Eine an-
schließende Hybridisierung mit der kommerziell erhältlichen Zentromersonde 
D1Z5 (Vysis), der Pcp 1q und 1p Sonde zeigte, dass das Chromosom ausschließ-
lich aus Material von Chromosom 1 besteht. 
 
 
Abb. 4.14: Fall Nr. 8. (A) Ausschnitt aus einer Metaphase mit HSR- Marker (M) nach cenM-
FISH. Der Marker zeigt die Farbkombination der Sonde 1q12. Es sind nur 3 Farbkanäle dar-
gestellt. (B) Der HSR- Marker im invertierten DAPI. (C) Beide normale Chromosomen 1 und 
der HSR-Marker (M) nach Hybridisierung mit der Zentromer-1-spezifischen Sonde D1Z5 von 
Vysis (rot), der q-Arm- spezifischen Chromosom-1- Sonde (blau) sowie der q-Arm- spezifi-
schen Chromosom-1-Sonde (grün). 
 
Bei den nächsten beiden Fällen handelt es sich um Osteosarkom- Zelllinien, die 
mir freundlicherweise von Thomas Liehr zur Verfügung gestellt wurden (Publiziert 
durch Liehr, 1997): 
 
Fall Nr.9: (Osteosarkom- Zelllinie RH 30, beschrieben in Oliner et al., 1992) 
Nach Hybridisierung mit dem Zentromer- Mix konnten die dreifache Zentromer- 17- 
Amplifikation bestätigt werden. 
 
4.Ergebnisse 60
 
 
 
Abb. 4.15: Fall Nr. 9. (A) Metaphase mit HSR- Marker (M) nach cenM-FISH. Der Marker zeigt 3 
Signale mit der Farbkombination für Zentromer 17. (B) Gleiche Metaphase im invertierten 
DAPI. 
 
Fall Nr.10: (Osteosarkom- Zelllinie SA 1, beschrieben in Oliner et al., 1992) 
Auch hier wurden die in den Vorarbeiten gefundene 6-und 4-fache Amplifikation 
des Zentromer 12 mittels cenM-FISH bestätigt. 
 
 
Abb. 4.16: Fall Nr. 10. (A) Metaphase mit HSR- Marker (M) nach cenM-FISH. Der marker zeigt 
5 Signale mit der Farbkombination für Zentromer 12. Es sind nur 3 Farbkanäle dargestellt. 
(B) Ausschnitt aus dieser Metaphasse mit HSR-Marker im invertierten DAPI. 
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4.4 CenM-FISH in der Interphase 
Ohne dreidimensionale Darstellung ist die Auswertung einer cenM-FISH im Inter-
phasekern aufgrund von Überlagerungen und Projektion der Signale in verschie-
dene Ebenen nicht möglich (s. Abb. 4.17). Hierzu wäre eine dreidimensionale 
Darstellung notwendig. 
 
 
Abb. 4.17: Interphasekern nach Hybridisierung mit dem cenM-FISH-Mix. Eine Auswertung 
der Signale ist aufgrund der Überlagerung (die Signale liegen in verschiedenen Ebenen) 
nicht möglich. Hierzu wäre eine dreidimensionale Darstellung notwendig. 
 
Da eine dreidimensionale Darstellung am Institut für Humangenetik aufgrund feh-
lender Technik derzeit noch nicht möglich ist, entstand die Idee für die Interphase-
diagnostik zunächst Kombinationen von 5 bzw. 7 Zentromeren zu etablieren. So 
war eine sichere Unterscheidung der einzelnen Zentromere möglich. Während bei 
den 5er- Kombinationen jede Farbe nur einmal belegt ist, wurde bei den 7er- 
Kombinationen ein Zentromer mit maximal 3 Farben belegt (s. Tab. 4.5 und 4.6).  
 
Tab. 4.5: Auflistung der einzelnen 5er- Zentromerkombinationen für die Interphase-
diagnostik. cen = Zentromer 
Kombination Nr. Cy5 DEAC SG SR SO 
1 cen1 cen2/20 cen7 cen8 cen17 
2 cen6 cen10 cen12 cen16 cen14/22 
3 cen5/19 cen4 cen3 cen13/21 cenX 
4 cen18 cenY cen11 cen15 cen9 
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Tab. 4.6: Auflistung der einzelnen 7er- Zentromerkombinationen für die Interphase-
diagnostik. cen = Zentromer 
Kombination Nr. 1 
cen SG SO SR 
1    
2/20    
7    
8    
12    
16    
17    
 
Kombination Nr. 2 
cen SG SO SR
5/19    
10    
13/21    
14/22    
X    
Y    
 
 
Kombination Nr. 3 
cen SG SO SR
3    
4    
6    
9    
11    
15    
18    
 
 
 
Abb. 4.18: Metaphase nach Hybridisierung von Nr. 1 der 7er- Kombination für die Inter-
phasediagnostik (s. Tab.4.5). Den einzelnen Zentromeren wurden nachträglich Falschfar-
ben zugeordnet. 
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Abb. 4.19: Metaphase und Interphase nach Hybridisierung von Nr. 1 der 5er- Kombination 
für die Interphasediagnostik (s. Tab.4.4). CEP = Zentromer 
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5 Diskussion 
 
5.1 Anmerkungen zur Methodik 
5.1.1 Amplifikation der DNA-Sonden 
Da der cenM-FISH- Mix für die Routinediagnostik etabliert wurde, sollte die benö-
tigte Sonden- DNA einfach amplifiziert und markiert werden können. Im Gegen-
satz zur Nicktranslation ist der Einbau von Fluoreszenz-markierten Nukleotiden bei 
der hier angewandten DOP- PCR effektiver und die gesamte Prozedur der Ver-
vielfältigung und Markierung von DNA weniger zeitaufwendig. Der Nachteil ist al-
lerdings, dass eine Quantifizierung der DOP- PCR- Produkte eher schwierig ist. 
Außerdem ist es kaum nachvollziehbar, ob die Amplifikation der DNA- Sequenzen 
wirklich zufällig ist, oder ob nicht doch bestimmte Sequenzen bevorzugt amplifi-
ziert werden. Pich et al. beschrieben 1994, dass die durch die DOP- PCR erzielten 
Produkte sowohl für kurze Sequenzen, als auch für hochrepetitive Sequenzen re-
präsentativ seien. Stattdessen fanden Cheung and Nelson 1996, dass dies bei der 
Amplifikation genomischer Sequenzen nicht der Fall ist. Sie gehen davon aus, 
dass hochrepetitive Sequenzen überpräsentiert sind. 
Letztlich erwies sich eine Kombination aus DOP- PCR und Nicktranslation zur 
Markierung der Sonden als praktikabel und effektiv. 
Die zur Hybridisierung eingesetzte Sonden- Konzentration beeinflusst das Ergeb-
nis stark. Als für alphoide Sequenzen optimale Mengen werden in der Literatur ca. 
20- 30ng pro ½ OT und Zentromer angegeben (Henegariu et al., 2001). Die 
Quantifizierung der eingesetzten DNA- Konzentration stellte sich als schwierig 
heraus, da nach der DOP- PCR das Vorhandensein von Primerkomplexen und die 
eingebauten Fluoreszenzmoleküle die Messung verfälschten. So erwies es sich 
am praktikabelsten, die benötigte Konzentration über die in der FISH erzielten Si-
gnalintensitäten zu ermitteln. 
5.1.2 Zentromere mit gleichen oder ähnlichen alphoiden Subfamilien 
Einige alphoide Subfamilien weisen die Besonderheit auf, dass sie auf zwei oder 
mehr verschiedenen Chromosomen vertreten sind (s.1.2.2.2.1). So hybridisieren 
die Sonden D2Z1 auf den Chr. 2 und 20, D4Z1 auf den Chr. 4 und 9, D13/21Z1 
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auf den Chr.13 und 21, D14/22Z1 auf den Chr. 14 und 22 und D1Z7 auf den 
Chr.1/5/19 (Willard and Waye, 1987; Choo, 1997; Archidiacono et al., 1995; Jor-
gensen, 1997; Lee et al., 1997). 
Interessanterweise waren nach Amplifikation und Hybridisierung der Sonde D1Z7 
mit Hilfe der DOP- PCR nur Signale auf Chr. 5 und 19 sichtbar. Es ist anzuneh-
men, dass das Signal auf Chr. 1 so schwach war (vermutlich durch den Einsatz 
von Cot- 1- DNA), dass es nicht mehr erkennbar war. Eine sichere Unterschei-
dung zwischen Chromosom 5 und 19 erfolgte durch den Einsatz einer Mikrodis-
sektionssonde aus der Humangenetik. Diese Sonde stammt von einem kleinen 
Markerchromosom, das Bereiche des Zentromers von Chromosom 5 und 6 ab-
deckt. Das Problem der Differenzierung zwischen Chromosom 2 und 20 konnte 
mit Hilfe einer Chromosom- 20- spezifischen Sonde behoben werden. Ebenso 
musste zur Sonde D14Z9 (spezifisch für Chr. 14 und 22) eine Chromosom- 22- 
spezifische- Sonde (D20Z2) und zur Sonde D4Z1 die Chromosom- 9- spezifische 
Sonde D9Z4 eingesetzt werden. Nur die sichere Unterscheidung von Chromosom 
13 und 21 ist nicht möglich, da die alphoiden Subfamilien im Bereich beider Zen-
tromere zu 99,7% identisch sind (Maratou et al., 1999). 
 
5.1.3 Der Einsatz von Cot- 1- DNA 
Landegent et al. beschrieben 1987 erstmals die Verwendung von Cot- 1- DNA zur 
Unterdrückung repetitiver Sequenzen bei der Hybridisierung genomischer DNA. 
Bei der Hybridisierung von Zentromersequenzen ist es normalerweise nicht üblich, 
Cot- 1- DNA einzusetzen, da diese bevorzugt an alphoiden Sequenzen (hier v.a. 
an den Zentromer 1, 3, 9, 13, 14, 15, 16, 19, 21, 22, Y) bindet (Wang et al., 1995). 
Jedoch war in dieser Arbeit eine geringe Menge notwendig, um unerwünschte 
Kreuzhybridisierungen zu unterdrücken. Die Menge (2µg/ Ansatz) beträgt jedoch 
nur in etwa 1/20 der für die M- FISH üblichen Menge. Auch wurde die Prähybridi-
sierungszeit, in der die Cot- 1- DNA die Möglichkeit hat, an die Sonden- DNA zu 
binden, von 30 auf 10 min herabgesetzt. 
In einer ähnlichen Arbeit (s. 5.2) wird für den CM-FISH (Henegariu et al., 2001) 
keine COT- 1- DNA verwendet, aber auch hier wird beschrieben, dass zur Reduk-
tion von Kreuzhybridisierungen statt der Plasmidsonden spezifischere Oliognu-
kleotidsonden (Warburton, 1991) von Vorteil sein können. 
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5.2 Klinische Relevanz der etablierten Techniken 
 
Die Variabilität in der Ausprägung des Phänotyps bei Patienten mit einem kleinen 
Markerchromosom ist sehr groß. Sie reicht von (anscheinend) normalem Phäno-
typ bis zu schweren Dysmorphien mit schwerer mentaler Retardierung (Crolla, 
1998). Um in der pränatalen Beratung wenigstens annähernd eine Vorhersage für 
den Phänotyp treffen zu können, ist es wichtig, die Herkunft des genetischen Ma-
terials möglichst genau zu charakterisieren. Noch bis vor einigen Jahren war dies 
aufgrund der einleitend genannten technischen Limitierungen nur sehr einge-
schränkt möglich. Demzufolge existieren nur wenige und häufig ungenaue Daten 
für eine Vorhersage in Bezug auf den Phänotyp und damit für eine verlässliche 
Beratung. Inzwischen gibt es viele neue Möglichkeiten, wie zum Beispiel Einzel-
gensonden, Bestimmung der Bruchpunkte mittels kartierter BACs und YACs oder 
Mikrosatellitenanalysen (für Übersicht s. Liehr and Claussen, 2002a+b), die in Zu-
kunft letztlich eine genetische Beratung erleichtern werden. 
Nach Literaturangaben liegt die Inzidenz für Markerchromosomen bei 0,14- 0,72/ 
1000 Feten (Jacobs et al., 1974; Hamerton et al., 1975; Nielsen and Rasmussen, 
1975; Sachs et al., 1987; Nielsen and Wohlert, 1991). 
Kleine zusätzliche Markerchromosomen wurden bisher für alle menschlichen 
Chromosomen beschrieben (Crolla, 1998; Stankiewicz et al., 2000). Etwa 80- 86% 
aller Marker stammen von akrozentrischen Chromsomen (Warburton, 1991; 
Buckton et al., 1985; Blennow et al., 1994), 40- 62% haben ihren Ursprung im 
Chromosom 15 (Blennow et al., 1994, Crolla et al., 1995). 
Auffällig ist eine große Variabilität der klinischen Ausprägung bei Patienten mit 
kleinen Markerchromosomen, die vom gleichen Chromosom stammen. Dies ist 
das Ergebnis unterschiedlicher Größe, des variablen Gehalts an genetischem 
Material, sowie der unterschiedlichen Ausprägung eines Mosaiks. Auch eine Uni-
parentale Disomie der normalen Homologen des Chromosoms, von dem der Mar-
ker stammt, kann von Bedeutung sein (Chudoba et al., 1999; Röthlisberger et al., 
2001; von Eggeling et al., 2002). 
 
Mit den vor Anfertigung der vorliegenden Arbeit verfügbaren Methoden waren 
kleine Markerchromosomen bisher oft gar nicht oder nur schwer charakterisierbar. 
Die Bänderungszytogenetik (Caspersson et al., 1968) ist schon per Definition 
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nicht aussagekräftig (s. Einleitung) und auch eine Charakterisierung mittels M- 
FISH (Speicher et al., 1996), SKY (Schröck et al., 1996) oder COBRA (Tanke et 
al., 1999) ist nur möglich, wenn ausreichend euchromatisches Material auf dem 
SMC vorhanden ist. Zwar kann umgekehrt durch diese Verfahren eine Beteiligung 
von euchromatischem Material weitgehend ausgeschlossen werden, die Herkunft 
des Markers ist damit aber nicht geklärt. Abgesehen davon ist eine Diagnose, wel-
che auf ein Fehlen eines Signals basiert, immer problematisch, da auch ein nicht 
aussagekräftiges Hybridisierungsergebnis als Ursache in Betracht gezogen wer-
den muss (Uhrig et al., 1999). Die Mikrosezierung eines Markers (Viersbach et al., 
1994) führt zwar mit großer Wahrscheinlichkeit zum Ergebnis, ist aber sehr zeit-
aufwendig und kann auch nur in wenigen Labors in Deutschland durchgeführt 
werden. Sukzessive Einzelhybridisierung aller verfügbaren oder die Kombination 
von maximal 8 verschiedenen Zentromer- spezifischen Sonden war bisher in vie-
len Labors die einzige Möglichkeit, SMC zu charakterisieren (z.B. Plattner et al., 
1993a; Ulmer et al., 1997; Starke et al., 1999; Li et al., 2000). Dieses Verfahren ist 
jedoch ebenfalls sehr zeitaufwendig, teuer und benötigt große Mengen an Zell-
material, welches vor allem bei der Diagnostik von Fruchtwasserzellen oder 
Trophoblasten häufig nicht zur Verfügung steht. 
 
Aus diesem Grund bot es sich an, ein Verfahren (cenM-FISH ) zu entwickeln, das 
alle obengenannten Probleme berücksichtigt und eine einfache Lösung anbietet. 
Durch die cenM-FISH- Technik ist der Aufwand zur Charakterisierung eines SMC 
relativ gering, die Kosten sind vergleichsweise niedrig und die Technik ist einfach 
zu handhaben. Ein weiterer Vorteil ist, dass sogar GTG- gebänderte OT genutzt 
werden können. So können Marker, die in der Bänderungszytogenetik gefunden 
werden und häufig nur in einer Metaphase vorhanden sind, nachträglich mittels 
cenM-FISH identifiziert werden. Die begrenzte Menge an zu untersuchendem 
Material ist v.a. in der Pränataldiagnostik ein häufig auftretendes Problem. 7 von 8 
der präsentierten Fälle (2 der 10 Fälle waren Zelllinien) wiesen zudem ein Mosaik 
im Karyotyp auf. Dies reduzierte die Menge der informativen Metaphasen zusätz-
lich auf 10- 80%. Für die cenM-FISH reichte in einigen Fällen zur Identifizierung 
eine Metaphase mit SMC aus, mit anschließender Überprüfung bzw. Bestätigung 
des Ergebnisses mittels Interphase- FISH. 
Von den hier vorgestellten 10 Fällen weisen lediglich drei einen akrozentrischen 
Marker und nur einer zwei vom Chromosom 15 stammende Marker auf. Dies ist 
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darauf zurückzuführen, dass die Fälle vorselektioniert waren. Die meisten Fälle 
bekamen wir von anderen Einrichtungen zugeschickt. Da das Chromosom 15 sehr 
häufig involviert ist, wird dieses zumeist zuerst ausgeschlossen. Akrozentrische 
Marker sind als solche bereits in der NOR- Färbung sichtbar. Folglich reicht zur 
Klärung der Herkunft des SMC die Überprüfung weniger Zentromere aus. Aus die-
sem Grund werden zumeist nur Fälle mit Markern zugeschickt, die in anderen La-
bors nicht identifiziert werden konnten. 
Inzwischen sind mehr als 50 Fälle mit SMC am Institut für Humangenetik Jena 
charakterisiert worden. Darunter befanden sich auch viele akrozentrische SMC. 
Zur schnelleren und einfacheren Charakterisierung dieser Marker, wurde in der 
vorliegenden Arbeit die cenM54-FISH und die AcroCenM-FISH etabliert (siehe 
5.2.2). 
 
5.2.1 cenM-FISH  
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es keine der cenM-FISH entsprechende 
Methode. Eine analoge Technik zur cenM-FISH (Nietzel et al., 1999, Nietzel et al., 
2001), die CM-FISH wurde später bzw. parallel zu dem hier vorgestellten Verfah-
ren entwickelt und veröffentlicht (Henegariu et al., 2001).  
Im Unterschied zu dem hier gezeigten Vorgehen wurden bei der Centromeric 
Multiplex-FISH (CM-FISH) alle Sonden mit Nicktranslation markiert. Die Kombina-
tion von Farbstoffen (Nederlof et al., 1989) wurde mit dem Ratio- Labelling (Tanke 
et al., 1999) verbunden, so dass pro Zentromer maximal 2 Farbstoffe verwendet 
wurden. Hierzu ist jedoch eine spezielle Soft- und Hardware notwendig, die in der 
Humangenetik Jena nicht zur Verfügung stand. 
Im Gegensatz zu der von Henegariu et al. 2001 etablierten CM-FISH verwendeten 
wir für das Chromosom 1 eine Heterochromatinsonde (1q12) statt der Zentromer-
sonde, da diese uns nicht unmarkiert zur Verfügung stand. Außerdem wurde zur 
Unterscheidung von Zentromer 5 und 19 eine Mikrosezierungssonde eingesetzt. 
Diese bindet auf den Zentromeren 5 und 6, während in der CM-FISH die Sonde 
pC1.8, spezifisch für das Zentromer 5, zum Einsatz kam. Die sichere Unterschei-
dung von Zentromer 13 und 21 ist weder mit Hilfe der cenM-FISH noch der CM-
FISH möglich (s. oben). 
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Die praktische Anwendbarkeit und Relevanz der cenM-FISH- Technik wurde in der 
vorliegenden Arbeit an 10 Fällen mit kleinen zusätzlichen Markerchromosomen 
ohne, bzw. mit wenig Euchromatin demonstriert. Sowohl in der Pränatal- und 
Postnataldiagnostik als auch der Tumorzytogenetik, erwies sich die Technik als 
praktikabel (siehe 5.2.1). 
Zunächst wurden 6 Fälle (Fall Nr. 1, 2, 6, 7, 9, 10) untersucht, bei denen das Er-
gebnis bereits durch andere Verfahren ermittelt worden war. Die anderen Fälle 
wurden zunächst mit dem cenM-FISH- Mix hybridisiert, um anschließend das Er-
gebnis mittels Ein- Farb- FISH unter Verwendung von käuflichen Sonden zu be-
stätigen. 
5.2.1.1 Fälle mit partieller Trisomie 8 
Zwei der analysierten Marker zeigten Signale mit Zentromer 8 (Fall 1 und 3). 
In Fall Nr 1. konnte kein euchromatisches Material, jedoch ein Mosaik pränatal 
nachgewiesen werden. In der Literatur sind bisher zwei Fälle mit solch einem win-
zigen Markerchromosom mit Zentromermaterial 8 beschrieben worden, wobei 
beide allerdings erst postnatal diagnostiziert worden waren. In beiden Fällen ent-
sprach die Klinik einer Mosaik- Trisomie 8 (Spinner et al., 1995; Sasagawa et al., 
1995). Im vorliegenden Fall Nr. 1 zeigte das Kind abgesehen von einem leicht er-
weiterten Ureter im Ultraschall keinerlei Auffälligkeiten (Starke et al., 1999). Alle 
anderen bisher beschriebenen Fälle mit Markern stammend von Chromosom 8, 
waren Ringchromosomen (Plattner et al., 1993b; Melnyk and Dewald, 1994; Da-
niel et al., 1994; Blennow et al., 1993; Butler et al., 1995; Hastings et al., 1999), 
submetazentrische Chromosomen (Ohashi et al., 1994; Rothenmund et al., 1997) 
oder Marker mit substantiellen euchromatischen Anteilen, ohne nähere Angaben 
zur chromosomalen Morphologie des Markers (Gravholt and Friedrich, 1995; 
Schröck et al., 1997). Der Fall Nr.1 wurde von Starke et al. 1999 publiziert. 
 
Auch der Marker in Fall Nr. 3 stammt von Chromosom 8. Er zeigte sich in 37% der 
kultivierten und 80% der unkultivierten Fruchtwasserzellen. Hier ist euchromati-
sches Material des p- Arms beteiligt. Eine den Bereich 8p22- pter abdeckende 
Sonde zeigte kein Signal auf dem Marker, so dass der trisome Bereich auf 
8p11→p21.3 eingegrenzt werden konnte. 
Bei einer Chromosomenanalyse der elterlichen Lymphozyten stellte sich heraus, 
dass die Mutter des Kindes Trägerin des gleichen Markers war. 
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Hier fand sich der Marker in 100% der untersuchten Metaphasen. Davon waren 
70% monozentrisch, während 30% dizentrisch waren und als Ringchromosomen 
vorlagen (s.5.2.1.5).  
In der Literatur sind viele partielle Trisomie 8 Fälle beschrieben (Walker and Bo-
cian, 1987; Melnyk and Dewald, 1994; Spinner et al., 1995; Butler et al., 1995). 
Die Klinik stimmt in den meisten Fällen mit der einer Mosaik- Trisomie 8 überein 
(Skelett-, Haut und Gesichtsanomalien, milde bis starke mentale Retardierung; 
Rothenmund et al., 1997; Walker et al., 1987). Die Marker sind allerdings häufig 
nicht genau charakterisiert. Rethoré et al. beschrieben 1977 einen Fall mit Triso-
mie 8p11→ p22. Phänotypisch zeigten sich Gesichts- und Extremitätendysmor-
phien. 
Ein ähnlicher Fall mit dup (8) (p21.1→p21.1) zeigte klinische Auffälligkeiten, die 
einer Duplikation des distalen Bereichs des kurzen Armes von Chromosom 8 ent-
sprechen (Borghgraef and Fryns, 1987). Aus diesem Grund ist eventuell davon 
auszugehen, dass die Bruchpunktbestimmung nicht korrekt war (Schinzel, 2001). 
Batanian et al., 2000 beschrieben 2 Fälle mit SMC 8, bei denen nur Anteile des 
kurzen Arms involviert waren. In beiden Fällen bestanden Dysmorphien und 
mentale Retardierung. Wie schon oben erwähnt (Fall Nr.1) wurden auch kleine 
Ringchromosomen, vom Chromosom 8 abstammend, in der Literatur beschrieben 
(Plattner et al., 1993a; Blennow et al., 1993; Daniel et. al.; 1994, Melnyk and De-
wald, 1994; Butler et al., 1995; Hastings et al., 1999). In allen Fällen sind klinische 
Auffälligkeiten geschildert worden, allerdings fehlt zumeist eine genauere Cha-
rakterisierung des euchromatischen Materials. 
Im vorliegenden Fall war die Ultraschalluntersuchung in der 20. SSW unauffällig, 
weitere klinische Daten liegen uns nicht vor. Da die Mutter allerdings in 100% der 
Metaphasen den gleichen Marker aufweist und phänotypisch unauffällig ist, ist 
davon auszugehen, dass auch das Kind keine Auffälligkeiten zeigen wird (s. 
1.2.1). Sicherheit besteht bei dieser Annahme jedoch nicht. 
 
5.2.1.2 Akrozentrische Marker 
Drei der untersuchten Fälle wiesen akrozentrische, sogenannte ‚bisatellited mar-
ker’ (s.1.2.2) auf. Solche Marker sind in der Literatur vielfach erwähnt. In einer 
Untersuchung von 20`370 Fruchtwasserproben wurden 1567 ‚bisatellited marker’ 
(0,064%) gefunden (Djalali, 1990). Bei Crolla et al., 1995 und 1998 wiesen etwa 
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55% aller von akrozentrischen Chromosomen stammenden Marker 2 Satelliten 
auf. Ca. 60% aller Fälle mit akrozentrischen SMC waren phänotypisch unauffällig, 
während ca. 40% der Fälle Dysmorphien und/oder leichte bis schwere mentale 
Retardierungen zeigten. 
 
Im Fall Nr.5 handelte es sich um 2 von Chromosom 15 abstammende ‚bisatellited 
marker’. Da die Prader- Willi- (PWS)/ Angelman- Syndrom (AS)- Sonde 15q11- 
q13 auf beiden Markern kein Signal zeigte, ist davon aufzugehen, dass es sich um 
eine Hexasomie 15p handelt. 
Invertierte Duplikationen des kurzen Armes von Chromosom 15 sind in der Lite-
ratur mehrfach beschrieben worden (Wisniewski et al.; 1979; Buckton et al., 1985; 
Mohandas et al., 1985; Crolla et al., 1995; Kaluzewski et al., 2001). 57% aller klei-
nen Markerchromosomen werden als inv dup(15) klassifiziert (Blennow et al., 
1994). Zumeist sind sie ‚bisatellited’, pseudodizentrisch und haben ihren Bruch-
punkt in der Region 15q11- q14. Webb unterteilte kleine inv dup(15) Marker in 3 
Gruppen, wobei Marker, wie in Fall Nr.5, bei denen nur ein Zentromer sichtbar ist, 
zur Gruppe 1 zählen (Webb, 1994). Hier wird davon ausgegangen, dass nur die 
Region 15pter- q11 involviert ist. Patienten mit Markern aus dieser Gruppe können 
klinisch unauffällig sein (Stetten et al., 1981; Wisniewski and Doherty, 1985; 
Buckton et al., 1985; Maraschio et al., 1988; Callen et al., 1992, Crolla et al., 
1995). Einige Patienten zeigten Auffälligkeiten eines PWS, wobei hier eine UPD 
der beiden Chromosomen 15 nicht ausgeschlossen wurde (Ridler et al., 1971; Fu-
jita et al., 1980; Wisniewski et al., 1980; Mattei et al., 1983). Dysmorphien wurden 
nur selten beschrieben (Buckton et al., 1985). Weiterhin traten Epilepsie (Batag-
glia et al., 1997, Borgatti et al., 2001), Autismus (Rineer et al., 1998), sowie gynä-
kologische Auffälligkeiten (Crolla et al., 1995; Grosso et al., 2001) im Zusammen-
hang mit einem inv dup(15) Marker auf. 
Ein Fall mit 2 identischen Markern (Manenti, 1992) wie im hier genannten Fall und 
ein weiterer Fall mit 2 Markern inv dup (15) (pter→q11.2::q11.2→pter) (Martin- 
Lucas et al., 1986) sind in der Literatur beschrieben. In beiden Fällen handelte es 
sich um Männer mit einer Oligoasthenospermie bei ansonsten unauffälligem Phä-
notyp. Maraschio et al. beschrieben 1988 zwei Fälle mit einer Trisomie 15p. Auch 
hier waren Männer betroffen, wobei nur einer von beiden infertil war. Ein phänoty-
pisch unauffälliger Mann mit einem Marker inv dup (15) und einem winzigen SMC 
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15 wurde bei Tung et al., 2001 erwähnt. Ein Fall mit zwei ähnlichen Markern bei 
einem weiblichen Genotyp wurde in der Literatur wohl bisher noch nicht beschrie-
ben. 
 
Auch SMC von Chromosom 14 stammend, wie in Fall Nr. 4, sind relativ häufig. In 
vielen Publikationen konnte allerdings zwischen Zentromer 14 und 22 nicht unter-
schieden werden (Crolla, 1998; Plattner et al., 1993b, Calabrese et al., 1994; Da-
niel et al., 1994; Hastings et al., 1999), so dass die genaue Häufigkeit von SMC 14 
noch unklar ist. In der Literatur sind bisher mindestens 33 SMC 14 beschrieben 
(Fryns et al., 1974; Crolla, 1998; Viersbach et al., 1998, Kaluzewski et al., 2001). 
Bei Crolla, 1998 waren 10 von 18 klassifizierten SMC 14 ‚bisatellited’, wovon 7 
keine und nur 3 Fälle eine geringe phänotypische Abweichung aufwiesen. Zumeist 
sind die in der Literatur beschriebenen Marker allerdings nicht genau charakteri-
siert, so dass ein Vergleich nur eingeschränkt möglich ist. 4 Fälle mit einem deri-
vativen Chromosom 14 [der (14) (pter→p10::p10→pter)], wie in Fall Nr. 4, wurden 
von Viersbach et al., 1998 beschrieben. Hier wiesen alle einen normalen Phänotyp 
auf. Auch bei Thangavelu et al., 1994 wurden 2 Fälle mit einem SMC 14 ohne 
Anteile des langen Arms bei normalem Phänotyp erwähnt. 
 
Fall Nr. 2 zeigte ein von Chromosom 21 abstammenden Marker mit einem Zen-
tromer und Satelliten an beiden p- Armen. Die für das Down- Syndrom verantwort-
liche Region 21q22 konnte nicht nachgewiesen werden. Aus diesem Grund ist 
davon auszugehen, dass es sich um folgenden Karyotyp handelt: 
47,XX,+der(21;21)(p10;p10). 
Da eine spezifische Sonde für das Zentromer 21 nicht existiert, ist die molekular-
zytogenetische Unterscheidung von Markern, die von Chromosom 13 oder 21 ab-
stammen nur möglich, wenn euchromatisches Material vorhanden ist. In der Lite-
ratur findet man deshalb häufig keine Unterscheidung, womit ein Vergleich nur 
eingeschränkt möglich ist (Gravholt and Friedrich, 1995; Plattner et al., 1993a; 
Viersbach et al. 1994; Daniel et al., 1994; Brondum- Nielsen and Mikkelsen, 1995, 
Blennow et al., 1995; Crolla et al., 1998). Allerdings wird beschrieben, dass Mar-
ker, die von Chromosom 13 oder 21 abstammen, ein relativ geringes Risiko einer 
phänotypischen Abweichung tragen, sofern die Down- Syndrom- spezifische Re-
gion 21q22 nicht dupliziert ist (Callen et al., 1992, Blennow et al., 1995). 
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In der Literatur sind 4 ‚bisatellited marker’ 13/21 ohne euchromatisches Material 
beschrieben (Plattner et al., 1993b; Brondum- Nielsen et al., 1995; Kaluzewski et 
al., 2001). Der klinische Phänotyp war unauffällig bis auf leichte Schädeldysmor-
phien in einem der drei Fälle. Bei einem weiteren Fall (Viersbach et al., 1994) 
zeigten 2 kleine Marker nach Mikrosezierung und ‚revers painting’ nur Signale auf 
den Zentromeren 13 und 21, sowie den kurzen Armen der akrozentrischen Chro-
mosomen. Beide Marker waren NOR- negativ. Hier werden keine Angaben zur 
Klinik gemacht.  
Zur Klinik in dem hier genannten Fall liegen uns keine Daten vor, allerdings wurde 
die zytogenetische Untersuchung aufgrund einer habituellen Abortneigung und 
Zustand nach Gravidität mit Robertson’scher Translokation durchgeführt. Die un-
tersuchte AFP- Konzentration im Fruchtwasser lag im Normbereich. Da die Mutter 
Trägerin des gleichen Markers ist, ist davon auszugehen, dass auch das Kind ei-
nen normalen Phänotyp zeigen wird (s. 1.2.1). 
 
5.2.1.3 Sonstige Fälle 
Im Fall Nr. 6 handelt es sich um ein vom Chromosom 1 stammenden Marker mit 
wahrscheinlich zentromernahen euchromatischen Anteilen des p- und q- Armes. 
Marker von Chromosom 1 abstammend sind in der Literatur bisher in ca. 15 Fällen 
beschrieben. In 13 von 15 Fällen stellten sich diese Marker als Ringchromsomen 
dar (Michalski et al., 1993; Lanphaer et al. 1995; Röthlisberger et al. 2001; Callen 
et al., 1999, Chen et al., 1995, Plattner et al., 1993b; Xu et al., 1998; Giardino et 
al., 1999, Shanske et al., 1999). In 2 Fällen ist ein derivatives Chromosom ohne 
euchromatisches Material bei normalem Phänotyp beschrieben (Crolla et al., 
1998; Li et al., 2000). Besteht der Marker nur aus Zentromerbereich bzw. hetero-
chromatischem Material, scheint dies keine Auswirkungen auf den Phänotyp zu 
haben (Michalski et al., 1993, Plattner et al., 1993b; Li et al., 2000; Crolla et al., 
1998). In 4 Fällen ist sowohl Material des kurzen als auch des langen Armes in-
volviert (Lanphaer et al., 1995; Röthlisberger et al., 2001; Callen et al., 1999; Xu et 
al., 1998). Geringfügige Gesichts- und Extremitätendysmorphien bestanden in al-
len Fällen, wobei nur in einem Fall eine mentale Retardierung auftrat (Lanphaer et 
al., 1995). 
Der hier vorgestellte Marker zeigte sich nicht als Ringchromosom, wobei eine Te-
lomeruntersuchung nicht erfolgt war. Eine Beteiligung innerer Organe wurde in 
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keinem der oben genannten Fälle beschrieben, mit Ausnahme eines Ventrikel-
septumdefekts (Callen et al., 1999). Gehirn-, Herz-, Nieren- sowie Darmfehlbil-
dungen wurden bei partiellen Duplikationen des langen Armes von Chromosom 1 
beschrieben (Watson et al., 1990; Furforo et al., 1996; De Silva et al., 1998; Ger-
main- Lee et al. 1990, Chen et al., 1994), so dass davon auszugehen ist, dass 
euchromatisches Material des q-Armes bei der Zusammensetzung des SMC be-
teiligt ist. 
 
5.2.1.4 Fälle aus der Tumorzytogenetik 
Vier Fälle aus der Tumorzytogenetik wurden mittels cenM-FISH untersucht. Davon 
setzten sich drei der untersuchten Marker aus sogenannten ‚Homogeneously 
Staining Regions’ (HSR) (s.unten) zusammen. 
 
Im Fall Nr. 7 handelt es sich um ein im Knochenmark eines CML- Patienten ge-
fundenes Ringchromosom. In der Literatur wurde ein solches kleines, von Chro-
mosom 11 abstammendes SMC bei einer PH- negativen CML bisher nicht be-
schrieben. Auch Veränderungen des langen Arms des Chromosom 11 bei CML 
findet man selten. Eine Beteiligung der Bande 11q13 in komplexen Ph- Transloka-
tionen wurde durch Koduru et al. 1993 beschrieben. Deletionen in 11q14 findet 
man in etwa 7% aller Myelodysplastischen Syndrome (MDS) (Ronney and Cze-
pulkowski, 1994). Es ist jedoch nicht sicher, ob solche Markerchromosomen bisher 
nicht öfter beschrieben wurden, weil sie sehr selten sind, gefundene Marker nicht 
klassifiziert werden können, oder sie aufgrund schlechter Qualität der Metaphase-
platten in der Tumorzytogenetik oft gar nicht entdeckt werden. Der Fall wurde 
durch Starke et al., 2001 publiziert. 
 
Fälle mit Homogeneously Staining Regions (HSR) 
Die Genamplifikation ist ein Mechanismus der Onkogenaktivierung. Zytogenetisch 
zeigt sich diese Amplifizierung als kleines autonomes Chromosom (double minute 
chromosome [dmin]) oder als ‚Homogeneously Staining Region’ (HSR) (Benner et 
al., 1991, Arranz et al., 1996). Solche HSR oder dmin findet man v.a. in soliden, 
aber auch hämatologischen Tumoren (Benner et al., 1991, Arranz et al., 1996). In 
einer Studie von 125 menschlichen Tumoren fand man in 17 Fällen HSRs (Benner 
et al., 1991). In der Literatur beschrieben wurde eine Assoziation zu weit fortge-
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schrittenen neoplastischen Transformationen (Alitalo et al., 1986; Slamon et al., 
1987) sowie eine Bedeutung in der Entstehung von Medikamentenresistenzen 
(Benner et al., 1991; Slovac’93). Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass 
diese Sequenzen in grundlegenden Zellfunktionen eine entscheidende Rolle für 
die Aufrechterhaltung des transformierten Phänotyps spielen (Schwab et al., 
1983). 
Die Amplifikation von Satellitensequenzen wurde zunächst hauptsächlich für tieri-
sche Chromosomen erwähnt (Heartlein et al., 1988, Haaf et al., 1992, Warburton 
and Cooke, 1997) und ist bisher in nur 15 Fällen für menschliche Chromosomen in 
Tumoren beschrieben. Hier handelte es sich um die Amplifikation von alphoiden 
Sequenzen des Chromosoms 12 in zwei lipomatösen Tumoren und einer Osteo-
sarkom- Zelllinie (Gisselsson et al., 1999a; Sirvent et al., 2000) bzw. 4 Osteosar-
komen (Gisselsson et al., 1998), sowie in zwei Fällen um eine Amplifikation der 
Alpha- Satelliten- DNA, spezifisch für die Chromosomen 13 und 21 bei Patienten 
mit AML (Fonatsch et al., 2001). Ein Liposarkom- Fall mit Amplifikation von Alpha- 
Satelliten- Sequenzen des Chromosoms 8 auf einem von Chromosom 5 stam-
menden derivativen Chromosom wurde bei Sirvent et al. 2000 beschrieben. Wei-
tere Zentromeramplifikationen wurden in drei verschiedenen soliden Tumoren und 
zwei AML aufgezeigt (Gisselsson et al., 1999a). Auch in Osteosarkomen werden 
Zentromeramplifikationen beschrieben, jedoch beruhen diese Angaben auf Inter-
phaseauswertungen, so dass keine Aussage darüber getroffen werden kann, ob 
die Amplifikation innerhalb eines Chromosoms oder nur innerhalb der Zelle statt-
gefunden hat (Murata et al., 1998; Gisselsson et al., 2002). Es ist möglich, dass 
diese Zentromeramplifikationen zu Falschdeutungen bezüglich der Aneuploidie in 
einer Zelle führen. In weiteren Publikationen über Osteosarkome bzw. HSR wurde 
die Zentromerregion nicht untersucht (z.B. Muleris et al., 1994; Forus et al., 1995; 
Szymanska et al., 1996), so dass man eventuell davon ausgehen kann, dass sol-
che Zentromeramplifikationen häufiger sind, als bisher beschrieben. Die Bedeu-
tung solcher Satellitensequenz- Amplifikationen ist noch weitgehend unklar. Ent-
sprechende Untersuchungen bei Tieren zeigten Hinweise auf eine gestörte mitoti-
sche Funktion (Heartlein et al., 1988; Haaf et al., 1992; Warburton and Cooke’97). 
Frühere Studien haben bereits gezeigt, dass die Rekombination von menschlicher 
Alpha- Satelliten- DNA zur Amplifikation angrenzender DNA führen kann (Heart-
lein et al., 1988; van’t Veer et al., 1993). Denkbar wäre auch eine Kopplung der 
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Amplifikation von Satelliten- DNA an die Coamplifikation bzw. Aktivierung von On-
kogenen. 
 
Teilamplifikationen des Chromosoms 12 bei Osteosarkomen wie in der hier be-
schriebenen Osteosarkomzelllinie SA1 (Fall Nr. 10) sind in der Literatur sehr häu-
fig beschrieben. Hier ist vor allem die Region 12q13-15 involviert, in der unter an-
derem das Gen MDM2 lokalisiert ist, welches für die Inaktivierung von TP53 ver-
antwortlich gemacht wird. (Ladanyi et al., 1993 ; Oliner et al., 1992 ; Khatib et al., 
1993 ; Pedeutour et al., 1994; Kools and van de Ven, 1996; Szymanska et al., 
1996; Bridge et al., 1997; Gisselsson et al., 1998; Wei et al., 1999; Gamberi et al., 
2000; Gisselsson et al., 2002). Die Amplifikation von Alpha- Satelliten- DNA des 
Chromosoms 12 wurde bisher in 4 Osteosarkomen (Gisselsson et al., 1998) und 
einer Osteosarkomzelllinie (Gisselsson et al., 1999a) beschrieben. 
Die Amplifikation von Alpha- Satelliten- DNA des Chromosoms 17 in Osteosarko-
men wurde bisher nur für die hier beschriebenen Osteosarkomzelllinie RH30 (Fall 
Nr. 9) publiziert (Liehr et al., 1997). Auch ist ein Verlust von Chromosom- 17- Ma-
terial für diese Tumoren eher typisch als ein Zugewinn (Mertens et al., 1993; Hoo-
gerwerf et al., 1994; Fletcher et al., 1994; Forus et al., 1995; López- Ginés et al., 
1996; Bridge et al., 1997). Die Fälle Nr. 9 und 10 wurden 1997 durch Liehr et al. 
publiziert. 
 
Eine Amplifikation der Region 1q21 wie in Fall Nr. 8 wird bei malignen Tumoren 
häufig beobachtet (Muleris et al., 1994; Forus et al., 1998; Zhang et al., 1999). 
Häufig ist die Beteilung dieser Region in chromosomalen Rearrangements auch in 
Lymphomen. Le Baccon et al., 2001 beschrieb die Duplikation dieser Region in 4 
von 17 Fällen mit NHL. Es wird spekuliert, dass die bevorzugte Beteiligung dieser 
Region auf die Präsenz von repetitiven Sequenzen und/ oder eine geringere Re-
paraturhäufigkeit in dieser Region zurückzuführen ist (Cook and Hindley, 1979; 
Surralles et al., 1997). Des Weiteren ist es möglich, dass Rearrangements in die-
ser Region Gendosis- Veränderungen hervorrufen, die Onkogene oder Tumorsu-
pressorgene betreffen und/ oder eine Deregulation von pathologisch wichtigen 
Genen im 1q12 Heterochromatin bewirken (Le Baccon et al., 2001). 
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5.2.1.5 Fälle mit Ringchromosomen 
Markerchromosomen variieren in Größe und Morphologie stark. Häufig sind sie 
dizentrisch und/ oder ringförmig. Bisher sind in der Literatur relativ wenig Ring-
chromsomen charakterisiert. Es wird davon ausgegangen, dass Träger von Ring-
chromsomen ein hohes Risiko für phänotypische Abweichungen aufweisen (Da-
niel et al., 1994, Crolla et al., 1998). Aus diesem Grund ist es wichtig, als 
Ringchromosomen gekennzeichnete Markerchromosomen genau zu charakteri-
sieren und weitere Korrelationen zu klinische Daten herzustellen. 
Zusätzliche Ringchromosomen findet man in etwa 12- 16% (Blennow et al., 1995; 
Li et al., 2000) aller Fälle mit Markerchromosomen. Häufiger treten sie in malignen 
Tumoren auf (Mitelman, 1998; Gisselsson et al., 1999b). Allerdings ist es möglich, 
dass nicht alle Ringchromosomen als solche identifiziert werden, da sie morpholo-
gisch nicht immer als solche erkennbar sind. Dazu ist es notwendig, eine Telo-
mersonde einzusetzen. Sind keine Telomere nachweisbar, kann man davon aus-
gehen, dass es sich um Ringchromosomen handelt (Daniel et al., 1994; Röthlis-
berger et al., 2001), wobei auch Ringchromsomen mit eingestreuten Telomerse-
quenzen beschrieben wurden (Gisselson et al., 1999b). Obwohl der Verlust der 
terminalen Enden oft von geringer Bedeutung ist, stellt die Ringstruktur häufig ein 
mechanisches Problem bei der Mitose dar, begleitet von ständigem Wechsel in 
Größe und Zusammensetzung des Rings (McClintock, 1938; Lejeune, 1968; Ha-
merton, 1971; Callen et al., 1991; Plattner et al., 1993b, Atlas of Genetics and 
Cytogenetics in Oncology and Haematology). Sie entstehen häufig de novo und 
werden nur selten an die Nachkommen weitergegeben, da sie zumeist instabil 
sind. Aus diesem Grund treten sie auch häufig als Mosaik auf. Ringchromosomen 
als Marker wurden in der Pränataldiagnostik für alle Chromosomen beschrieben, 
außer für das Chromosom 11 (Crolla et al., 1995 und Crolla, 1998; Hastings et al., 
1999, Stankiewicz et al., 2000). Unter den bei Crolla, 1998 aufgelisteten Fällen mit 
Ringchromosomen zeigten nur ca. 20% einen unauffälligen Phänotyp, während 
ca. 63% Dysmorphien zeigten und ca. 53% eine leichte bis schwere mentale Re-
tardierung aufwiesen. Ähnliche Daten wurden 1994 von Daniel et al. beschrieben. 
Zwei der hier vorgestellten Fälle wiesen Ringchromosomen auf. Im Fall Nr. 3 (s. 
auch 5.2.1.1) zeigte sich in 8% der Marker der Mutter ein dizentrischer Ring, der 
jedoch nicht an die Tochter weitergegeben wurde. Normalerweise sind dizentri-
sche Chromosomen sehr instabil, es sei denn, ein Zentromer ist inaktiviert oder 
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beide Zentromere liegen so nahe beieinander, dass sie wie eines funktionieren 
(Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology). Dies, sowie 
der Ring als mechanisches Hindernis in der Mitose könnten auch erklären, warum 
beim Kind nur ein Mosaik des Markers und kein Ringchromosom gefunden wurde. 
Zusätzliche Ringchromosomen, von Chromosom 8 stammend, wurden in der Lite-
ratur mehrfach beschrieben (Daniel et al., 1994; Plattner et al., 1993b; Blennow et 
al., 1993; Melnyk and Dewald, 1994; Butler et al., 1995, Hastings et al., 1999, 
Tonk et al., 2000). Alle Fälle zeigten auffällige Phänotypen. 
Im Fall Nr. 7 (s. auch 5.2.1.4) handelte es sich nicht um einen konstitutionellen, 
sondern im Knochenmark erworbenen zum Teil dizentrischen Ring. 
 
5.2.2 Exaktere Charakterisierung von akrozentrischen Markerchromosomen 
Etwa 80- 86% aller Marker stammen von akrozentrischen Chromsomen (Warbur-
ton, 1991; Buckton et al., 1985; Blennow et al., 1994), d.h. von den Chromosomen 
13, 14, 15, 21 oder 22. Aus diesem Grund entstand die Notwendigkeit einer bes-
seren und schnelleren Charakterisierung dieser Marker. Die zunächst etablierte 
CenM54-FISH wurde anschließend durch die, für bereits in der Zytogenetik identi-
fizierte akrozentrische Marker besser geeignete AcroCenM-FISH ergänzt. 
 
5.2.2.1 CenM54-FISH 
Zur besseren Charakterisierung der akrozentrischen Marker wurde zusätzlich zu 
den 23 Zentromersonden eine Mikrodissektionssonde (Midi54) eingesetzt, die alle 
p- Arme der akrozentrischen Chromosomen abdeckt. Diese Kombination ist vor 
allem geeignet für dizentrische SMC, die von akrozentrischen Chromosomen 
stammen und nur einen oder keinen p- Arm aufweisen (z.B. Liehr et al., 1992). 
Auch sind in der Literatur Fälle beschrieben, bei denen mehr als ein Marker ge-
funden wurde, wobei NOR- positive aber auch NOR- negative Marker nebenein-
ander existierten. Häufiger sind Fälle mit einer Trisomie 21 und einem zusätzli-
chen Marker (Starke et al., 2003; Plattner et al., 1993b; Hook and Cross, 1987). 
Seltener sind Fälle mit mehr als 2 Markerchromosomen. Vermeesch et al. be-
schrieben 1999 einen Fall mit 6 SMC bei einem leicht mental retardierten 47- 
Jahre alten Mann. Auch hier fanden sich akrozentrische und nicht- akrozentrische 
Marker nebeneinander. Weitere Fälle mit 3- 7 Markeren wurden in der Literatur 
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beschrieben (Mascarello et al, 1987; Tozzi et al., 1988; Hook and Cross, 1987; 
Plattner et al., 1993b; Ulmer et al., 1997). 
 
5.2.2.2 AcroCenM-FISH  
Akrozentrische Marker lassen sich häufig schon in der Giemsa- Bänderung und 
NOR- Färbung als solche identifizieren. Die meisten akrozentrische Marker setzen 
sich aus Zentromer-, Perizentromer- und Satellitenregion zusammen (Langer et 
al., 2001). Häufig sind es Isochromosomen und/ oder dizentrische Marker. Es wird 
davon ausgegangen, dass Träger eines akrozentrischen Markerchromosoms eine 
gute Prognose bezüglich des Phänotyps besitzen, wenn nur parazentrische Re-
gionen und/ oder Satelliten involviert sind (Buckton et al., 1985; Crolla, 1998; Ha-
stings et al., 1999). Zur Charakterisierung solcher Fälle wurde einen Mix zusam-
mengestellt, der alle akrozentrischen Zentromere, sowie die Sonde für die Nukle-
olus- organisierende Region (NOR) und eine, alle p- Arme abdeckende Sonde 
(Midi 54) beinhaltet.  
In der Literatur wird eine überzufällig häufige Paarung zwischen akrozentrischen 
Chromosomen und den Geschlechtschromosomen X/Y beschrieben (Stahl et al., 
1984). Daraus erklärt sich auch die relativ häufige Einbeziehung dieser Chromo-
somen bei Translokationen. Hier ist vor allem das Y- Chromosom involviert. Y- 
Autosomen- Translokationen kommen in 0,5°/°° aller Neugeborenen vor (Nielsen 
and Rasmussen, 1976), wobei die Träger dieser Translokationen zumeist einen 
normalen Phänotyp besitzen (Nielsen and Rasmussen, 1976, Cohen et al., 1981; 
Fryns et al., 1985). Solche Translokationen wurden in der Literatur mehrfach be-
schrieben (Subrt and Blehova, 1974; Turleau et al., 1980; Funderburk et al., 1982; 
Gabarron et al., 1985; Andersson et al., 1988; Alitalo et al., 1988). In 70% der 
Fälle ist das Y- Heterochromatin auf den kurzen Arm eines akrozentrischen Chro-
mosoms transloziert, wobei in 52% der Fälle das Chromosom 15 involviert ist 
(Haaf et al., 1989). Solche Marker werden auch als ‚satellited Y chromosomes’ 
(Yqs) bezeichnet (Kühl et al., 2001). Es schien daher sinnvoll, in den Sonden- Mix 
für den AcroCenM- FISH die Sonde Yq12 zu integrieren. Somit kann dieser Mix 
nicht nur zur Charakterisierung von kleinen Markerchromosomen eingesetzt wer-
den, sondern ist auch bei der Untersuchung von vergrößerten kurzen Armen der 
acrozentrischen Chromosomen sinnvoll zu verwenden. Mit seiner Hilfe können 
ausgeschlossen bzw. detektiert werden: Zentromerpolymorphismen, NOR-Norm-
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varianten, ß-Satelliten-bedingte Normvarianten der Größe der kurzen Arme (mit-
tels Sonde midi54), Translokation von Yq12- Material, sowie Translokationen von 
anderem (euchromatischem) Material. Letzteres würde durch keine der verwen-
deten Sonden angefärbt. 
Der Vorteil dieses Verfahrens ist vor allem eine Kosten- und Zeitersparnis, sowie 
eine größere Übersichtlichkeit. 
 
Aufgrund ähnlicher Überlegungen wurde der sogenannte AcroM-FISH 2001 von 
Langer et al. publiziert. Hier wurden jedoch Ganzchromosomensonden aller akro-
zentrischen Chromosomen mit den jeweiligen Zentromeren, sowie einer RNA- 
Sonde kombiniert. Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dass eine Unterscheidung 
von Zentromer 14 und 22 nicht möglich ist und dass eine NOR- Sonde, sowie die 
Sonde Yq12 nicht integriert wurden. Von den 16 dort untersuchten Fällen mit SMC 
war es in 5 Fällen nicht möglich, die Herkunft des Markers genau zu bestimmen. 
In 3 Fällen betraf dies die Chromosomen 13/21, wobei die Unterscheidung auch 
mit dem AcroCenM-FISH nicht gelingt und in einem Fall die Chromosomen 14/22, 
da eine Unterscheidung zwischen Zentromer 14 und 22 nicht möglich war. In ei-
nem fünften Fall konnte weder mit der AcroM-FISH noch mit der M-FISH die Her-
kunft bestimmt werden. Hier wäre der Einsatz des cenM-FISH sinnvoll gewesen. 
Ein Erweiterung dieser Technik durch subzentrische Sonden wird derzeit am In-
stitut für Humangenetik Jena erprobt (s. 6.1). 
 
5.3 Kombination von cenM-FISH mit M-FISH 
 
Ein weiteres Anwendungsgebiet könnte die cenM-FISH- Technik in Kombination 
mit der M-FISH- Technik finden. Bei der gleichzeitigen Hybridisierung aller Ganz-
chromosomensonden müssen repetitive Sequenzen mit Hilfe von Cot- 1- DNA 
unterdrückt werden (Chromosomen in situ Suppression =CISS), um unspezifische 
Kreuzhybridisierungen zu verhindern (Lichter et al., 1988). Demzufolge kann auch 
keine Aussage über die Zentromere getroffen werden. In der Literatur ist ein Mar-
ker von Chromosom 5 stammend mit Sequenzen von Chromosom 1 und amplifi-
zierten Alpha- Satelliten- Sequenzen von Chromosom 8 beschrieben (Sirvent et 
al., 2000). Es ist durchaus möglich, dass ähnliche Konstellationen nur deshalb so 
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selten beschrieben werden, da Zentromer- und Ganzchromosomensonden bisher 
zumeist nicht kombiniert eingesetzt wurden. 
Mit der Kombination der cenM-FISH Technik und der M-FISH Technik wäre dieses 
Problem gelöst und man hätte die Möglichkeit, Aussagen darüber zu machen, ob 
Zentromer und Euchromatin vom gleichen Chromosom stammen bzw., ob dizen-
trische Chromosomen vorliegen. Erste erfolgversprechende Versuche hierzu wur-
den bereits durchgeführt. Eine Einschränkung erfuhr dieses Verfahren vor allem 
durch die Tatsache, dass am Institut für Humangenetik lediglich 6 Fluorochrome 
erfasst werden können. DAPI eingeschlossen, sind aber 7 Farbkanäle notwendig. 
Ein weiteres Problem stellen die unterschiedlichen Belichtungszeiten dar. Wäh-
rend Zentromersonden eine Belichtungszeit von weniger als 3 Sekunden haben, 
benötigen die Ganzchromosomsonden des M-FISH- Mixes Zeiten von 5- 30 Se-
kunden. Möglicherweise könnte dieses Problem mit Hilfe einer anderen Aufnah-
metechnik, z.B. der SKY (Spektral Karyotyping)- Technologie gelöst werden. 
Diese misst weniger die Intensitäten der vorhanden Fluorochrome, sonder inte-
griert, welche Fluorochrome an einem Bildpunkt überhaupt vorhanden sind. 
 
5.4 Einschränkungen 
 
Einschränkungen erfahren die obengenannten Techniken, wenn das zu untersu-
chende Markerchromosom keine oder mittels FISH nicht mehr nachweisbare 
Mengen an α- Satelliten- DNA aufweist. Das Fehlen von alphoider DNA im Zen-
tromer ist in der Literatur mehrfach beschrieben worden (s. auch 1.2.2.4) und ist 
nicht automatisch an die Funktionslosigkeit gekoppelt. In solchen Fällen kann das 
Zentromer nur mittels molekulargenetischer Methoden nachgewiesen und die 
Identität des Markerchromosoms mit Hilfe der M-FISH-/ SKY- oder COBRA- 
Technik, der Mikrosezierung bzw. des Flow- Sorting und anschließender Hybridi-
sierung bestimmt werden. Eine extreme Reduktion der α- Satelliten- DNA gekop-
pelt an ein extrem schwaches oder nicht mehr nachweisbares FISH- Signal wurde 
vor allem für das Zentromer 21 beschrieben (Mizunoe and Young, 1992, Bossuyt 
et al., 1995, Weier and Gray, 1992; Verma et al., 1992, Lo et al., 1999), aber auch 
für das Zentromer 22 (Liehr et al., 1998). Marker ohne α- Satelliten- DNA wurden 
unter anderem als von den Chromosomen 3, 9, 10, 11, 13, 14 und 15 stammend, 
beschrieben (Verma and Luke, 1992; Voullaire et al., 1993; Vance et al., 1997; 
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Wandall et al., 1998; Magnani et al., 1998; Barry et al., 1999; Mackie Ogilvie et al., 
2001). 
 
5.5 Ausblicke in die Zukunft 
5.5.1 subcenM-FISH  
Weitere Möglichkeiten bietet die Kombination des cenM-FISH mit Subzentromer- 
spezifischen Sonden (subcenM-FISH). Vor allem bei sehr geringen Mengen an 
Euchromatin ist der Nachweis mittels Ganzchromosomsonden oder armspezifi-
schen Sonden oft nicht möglich. Häufig ist auch die Unterdrückung der Zentromer-
regionen mittels COT- 1- DNA nicht ausreichend, so dass eine sichere Abgren-
zung zwischen euchromatischen und repetitiven Sequenzen nicht immer gewähr-
leistet ist. Hier wäre es sinnvoll, spezifische Sonden einzusetzen, die die zentro-
mernahen Regionen abdecken. Ein entsprechender Ansatz wurde bereits im In-
stitut für Humangenetik durch Heike Starke etabliert. Erste Ergebnisse zeigen, 
dass tatsächlich eine Korrelation von minimalen partiellen „zentromernahen Tri-
somien“ und bestimmten klinischen Auffälligkeiten existiert – z.B. scheinen klini-
sche Auffälligkeiten mit zentromernaher Trisomie 1q, 1p, 2p, 6p, 6q, 7q und 12q 
assoziiert zu sein, während Zugewinne von 2q, 3p, 7p, 17p und 18p keine klini-
schen Konsequenzen haben (Quelle: pers. Mitteilung bzw. unveröffentliche Daten 
Dr. T. Liehr). 
Des Weiteren wäre es sinnvoll den cenM-FISH- Ansatz mit Subzentromersonden 
für die Chromosomen 13 und 21 zu kombinieren, um so eine bessere Unterschei-
dung beider Chromosomen zu gewährleisten. 
 
5.5.2 UPD- Analysen 
Uniparentale Disomie wird häufig durch eine meiotische Chromosomenvertei-
lungsstörung verursacht, gefolgt von Verlust (Trisomie) oder Verdopplung (Mono-
somie) eines Chromosoms, um die korrekte Chromosomenzahl wieder herzustel-
len. Die Folgen solcher Störungen und damit die Vorhersage für den Phänotyp ist 
sehr komplex, da drei verschiedene Faktoren involviert sind: zum einen können es 
Folgen einer Trisomie auf die Plazenta bzw. den Fetus sein, aber auch die Aus-
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wirkung autosomal rezessive Erkrankungen durch Homozygotisierung oder Gen-
prägungseffekte bestimmter Chromosomen (Ledbetter and Engel, 1995). 
UPD wurde bisher für fast alle Chromosomen beschrieben (Morison and Reeve, 
1998; Kotzot, et al., 1999). Zunächst gab es Untersuchungen zur UPD hauptsäch-
lich für das Chromosom 15 (Prader- Willi-/ Angelman- Syndrom), aber auch für 
das Chromosom 11 (Wiedemann- Beckwith- Syndrom) und das Chromosom 7 
(Silver- Russel- Syndrom). Erst in letzter Zeit wurden auch für andere Chromoso-
men vermehrt Untersuchungen bezüglich einer UPD durchgeführt, so dass hier 
noch wenige Daten für eine verlässliche genetische Beratung vorliegen. 
 Es wird vermutet, dass Patienten mit SMC ein erhöhtes Risiko für UPD der 
strukturell normalen Homologen des SMC haben (Crolla et al., 1995; Röthlisberger 
et al., 2001). Bestätigt sich diese Vermutung, so wird insbesondere die Identifika-
tion von sehr kleinen Markerchromosomen eine zusätzliche Bedeutung erlangen. 
Denn auch wenn diese auf den Phänotyp keine Auswirkungen haben, da kein 
euchromatisches Material involviert ist, könnte eine phänotypisch relevante UPD 
vorliegen. 
 
5.5.3 Fast- FISH 
Es ist denkbar, dass die Hybridisierungszeit auf wenige Stunden reduziert werden 
könnte, wie es in verschieden Fast- FISH- Protokollen beschrieben wurde (Durm 
et al., 1997 und 1998; Banerjee, et al., 1998). Erste Versuche hierzu wurden be-
reits durchgeführt und es zeigte sich, dass die Signale zwar etwas schwächer, 
aber dennoch eindeutig waren. Solch ein Schnelltest bietet sich vor allem an, 
wenn bereits eine weit fortgeschrittene Schwangerschaftsdauer vorliegt. 
 
5.5.4 Anwendung der cenM-FISH in der Interphase- FISH 
Repetitive DNA- Sonden sind als klare, deutlich definierte Punktsignale im Inter-
phasekern sichtbar (Klinger et al. 1992, Trask 1988). Die Auswertung der cenM-
FISH im Interphasekern ist also theoretisch denkbar. Allerdings wäre hierzu ein 
Laser- Scanning- Mikroskop zur 3- dimensionalen Darstellung notwendig, da es im 
herkömmlichen Lichtmikroskop zu Überlagerungen kommt. Auch ist die Unter-
scheidung von Signal und Hintergrund hier wesentlich schwieriger, da man die 
Signale nicht eindeutig Chromsomen zuordnen kann. Hinzu kommt, dass mit den 
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in der Humangenetik vorhanden Mikroskopen nicht alle für die cenM-FISH benö-
tigten Fluorochrome gleichzeitig sichtbar gemacht werden können, so dass eine 
Auswertung nur mit Hilfe einer CCD- Kamera und Software möglich und demzu-
folge sehr umständlich und zeitaufwendig wäre. In der Literatur wurden jedoch 
bereits erfolgreiche Versuche zur dreidimensionalen Darstellung von bis zu fünf 
Zentromeren beschrieben (Göhlert et al., 2001). 
Aus diesem Grund wurden zunächst Kombinationen von fünf bzw. sieben Zentro-
meren etabliert um so in maximal 5 Hybridisierungsschritten alle Zentromere ab-
zudecken. Ähnliche Ansätze finden sich z.B. bei Plattner et al. (1993a). 
Die Vorteile der Interphasezytogenetik liegen darin, dass relativ wenige repräsen-
tative Zellen benötigt werden (Kuo et al. 1991) und dass keine Kultivierung erfol-
gen muss. Dies würde eine spezifische Diagnose in möglichst kurzer Zeit (1- 2 
Tage statt bisher zwischen 8 und 20 Tagen) ermöglichen, was vor allem in der 
Pränataldiagnostik von großem Vorteil wäre. 
 
Wenig Material steht auch bei der in Deutschland bisher noch nicht erlaubten 
Präimplantationsdiagnostik (PID) zur Verfügung. Numerische Abberationen in in 
vitro fertilisierten Embryonen werden als mögliche Ursache für eine ausbleibende 
Implantation angesehen (Wilton, 2002). In einer Studie mit 70 PIDs stand die Häu-
figkeit der chromosomalen Abweichungen der Embryos im Zusammenhang mit 
der Anzahl der gescheiterten In vitro- Fertilisationsversuche (Magli, et al., 1998). 
Auch hier wäre es denkbar, dass an nur einer Zelle die korrekte Chromosomen-
zahl bestimmt wird. Bisher ist es üblich, Sonden für die Chromsomen X, Y, 13, 18 
und 21 in die PID zu integrieren. Es steht aber außer Zweifel, dass auch andere 
numerische Chromsomenaberrationen relativ häufig Ursache eines Abortes oder 
einer phänotypischen Abweichung sind (Wilton, 2002). 
 
Auch bei der sich in Entwicklung befindenden nicht invasiven Pränataldiagnostik 
an Embryonalzellen im mütterlichen Blut hat man nur wenig embryonale Zellen zur 
Verfügung. 
 
Dementsprechend würde sich sowohl bei der PID als auch bei der nicht invasiven 
Pränataldiagnostik die cenM-FISH- Methode in Interphase, kombiniert mit dreidi-
mensionaler Darstellung, anbieten.  
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In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene zentromerspezifische Multicolor- 
Verfahren (cenM-FISH, cenM54-FISH, AcroCenM-FISH) etabliert. Die Techniken 
wurden in Anlehnung an das bereits bestehende M-FISH- Verfahren entwickelt, d.h. 
es wurden jeweils 5 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe (SpectrumOrange, 
SpectrumRed, SpectrumGreen, Cy5, Diethylaminocumarin) kombiniert. Die Verfah-
ren wurden zunächst an Chromosomen unauffälliger Kontrollpersonen getestet, um 
sie anschließend auf Fälle mit überzähligen Markerchromosomen anzuwenden. 
Das cenM-FISH- Verfahren ermöglicht eine gleichzeitige Darstellung und Unter-
scheidung aller menschlichen Zentromere (eine molekularzytogenetische Unter-
scheidung von Zentromer 13 und 21 ist nicht möglich). An fünf Fällen aus der Prä-
nataldiagnostik, einem Fall aus der Postnataldiagnostik, einem Fall aus der Tumor-
zytogenetik sowie zwei Zelllinien konnte gezeigt werden, dass eine zuverlässige 
Charakterisierung von kleinen überzähligen Markerchromosomen (SMC) mit Hilfe 
dieses Verfahrens möglich ist. 
Für Fälle mit akrozentrischen Markern (ca. 80% der Fälle mit SMC) wurde der cenM-
FISH durch eine alle kurzen Arme der akrozentrischen Chromosomen abdeckende 
Sonde erweitert (cenM54-FISH). 
Für bereits mittels GTG-Bänderung als akrozentrische Marker identifizierte SMC so-
wie für die Charakterisierung von Normvarianten der kurzen Arme der akrozentri-
schen Chromosomen konnte ein verlässlich funktionierender AcroCenM-FISH- Mix 
zusammengestellt werden. 
Versuche zur Kombination der cenM-FISH- mit der M-FISH- Technik für eine simul-
tane Beurteilung von Zentromer- und euchromatischem Material wurden in der vor-
liegenden Arbeit ebenfalls durchgeführt. 
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AcroCenM-FISH Zentromer-M-FISH der akrozentrischen Chromosomen 
Aqua Bidest Zweimal destilliertes Wasser 
Aqua dest einmal destilliertes Wasser 
AS Angelman- Syndrom 
AZ Amniozyten 
BAC Bacterial Artificial Chromosome 
BIO Biotin 
BrDU 5-Brom-2-desoxyuridin 
CCD-Kamera Charge-coupled-device- Kamera (= gekühlter, ladungsgekoppelter 
Bildsensor) 
CenM54- FISH CenM-FISH unter Einbeziehung der Sonde Midi54 
cenM-FISH Zentromer-Multicolor-FISH 
Chr. Chromosom 
CM-FISH Centromeric Multiplex- FISH 
CML Chronisch Myeloische Leukämie 
COBRA COmbined Binary RAtio Labelling 
Cs2SO4 Cäsiumsulfat 
Cy3 Cyanine3 
Cy5 Cyanine5 
Cy5.5 Cyanine5.5 
CZ Choriozyten 
DAPI 4’,6’-Diamidino-2-phenylindol 
dATP Deoxyadenosintriphosphat 
dCTP Deoxycytosintriphosphat 
DEAC Diethylaminocumarin 
dGTP Deoxyguanidintriphosphat 
DIG Digoxygenin 
dmin double minute chromosome 
DNA Deoxyribonucleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
dNTP Deoxynucleotidtriphosphat; umfaßt dATP, dCTP, dGTP und dTTP 
DOP Degenerate Oligonucleotide Primer 
dTTP Deoxythymidintriphosphat 
dUTP Deoxyuridintriphosphat 
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FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
GTG G-bands by Trypsin using Giemsa 
HSR Homogeneously Staining Region 
KCl Kaliumchlorid 
MCB Multicolor- Banding 
MDS Myelodysplatisches Syndrom 
M-FISH Multicolor-FISH mit Ganzchromosomenbanken 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
Midi Mikrodissektion 
NaCl Natriumchlorid 
NOR Nucleolus Organisierende Region 
OT Objektträger 
PBS Phosphate Buffered Saline (phosphatgepufferte Kochsalzlösung) 
PCP Partial Chromosome Painting 
PCR Polymerase chain reaction (Polymerase- Kettenreaktion) 
PH- Philadelphiachromosom- 
PHA Phythämagglutinin 
PWS Prader-Willi- Syndrom 
RNA Ribonucleinsäure 
RNase Ribonuklease 
SG SpectrumGreen 
SKY Spectral Karyotyping 
SMC Small/ Supernumerary Marker Chromosome (kleines/ zusätzliches 
Markerchromosom) 
SO SpectrumOrange 
SR SpectrumRed 
SSW Schwangerschaftswoche 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA Polymerase 
TE Tris-EDTA- Puffer 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Puffer) 
tRNA Transfer- Ribonukleinsäure 
U Unit (= Mengenangabe bei Enzymen) 
UPD Uniparentale Disomie 
WCP Whole Chromosome Painting 
YAC Yeast Artificial Chromosome 
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